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TITULO 

PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE PARTICULAS VIRALES VACIAS (VLPS) 
DEL VIRUS INDUCTOR DE LA BURSITIS INFECCIOSA (IBDV), COMPOSICIONES 
NECESARIAS PARA SU PUESTA A PUNTO Y SU USO EN LA ELABORACION DE 
5 VACUNAS FRENTE AL IBDV 

SECTOR DE LA TECNICA 

La tecnica se enmarca dentro del sector biotecnol6gico y su campo de 
aplicacion dentro del sector de produccion de vacunas para sanidad animal, y 
10 concretamente, la produccion de partfculas virales (VLPs) del IBDV mediante 
ingenierta gen6tica y su uso en la elaboracion de vacunas frente a la enfermedad aviar 
denominada bursitis infecciosa (IBD). 

ESTADO DE LA TECNICA 

15 Durante las Citimas cuatro decadas del siglo XX se produjo la aparicidn y 

dispersi6n global de una enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa (IBD). La" 
IBD se caracteriza por la destruction de las poblaciones de linfocitos pre-B que 
residen en la bolsa de Fabricio de los animates infectados (Sharma, J. M., I. J. Kim, S. 
Rautenschlein, and H. Y. Yeh 2000. Infectious bursal disease virus of chickens: 

20 pathogenesis and immunosuppression. Dev Comp Immunol. 24: 223-35). Esta 
enfermedad esta causada por el virus de la bursitis infecciosa (IBDV) perteneciente a 
la familia Birnaviridae (Leong. J.C., D. B., P. Dobos, F.S.B. Kilbenge, J.E. Ludert, H. 
Muller,, and B. N. and 2000. Virus Taxonomy Seventh report of International 
Committee on Taxonomy of Viruses. Academic Press, San Diego, CA). A pesar de la 

25 implementation de programas de vacunacion intensivos, basados en el uso de 
combinaciones de vacunas vivas e inactivadas, se siguen reportando brotes de IBD en 
todos los paises productores de came de polio (van den Berg, T. P., N. Eterradossi, D. 
Toquin, and G. Meulemans 2000. Infectious bursal disease (Gumboro disease). Rev 
Sci Tech. 19: 509-43). 

30 Los viriones del virus de la bursitis infecciosa carecen de envuelta lipfda, 

presentan una estructura icosaedrica (simetria T=13), y tienen un diametro de 65-70 nm 
(Bottcher, B. f N. A. Kiselev, V. Y. Stel'Mashchuk, N. A. Perevozchikova, A. V. Borisov, 
and R. A. Crowther 1997. Three-dimensional structure of infectious bursal disease virus 
determined by electron cryomicroscopy. J Virol. 71: 325-30; Caston, J. R., J. L. Martinez- 

35 Torrecuadrada, A. Maraver, E. Lombardo, J. F. Rodriguez, J. I. Casal, and J. L. 
Carrascosa 2001. C terminus of infectious bursal disease virus major capsid protein vp2 



3 

is involved in definition of the t number for capsid assembly. J Virol. 75: 10815-28). La 
capsida est£ formada por una unica capa protefca que contiene cuatro polipeptidos 
diferentes denominados VPX, VP2, VP3 y VP1, respectivamente. Las protefnas VPX, 
VP2 y VP3 se producen mediante procesamiento proteolitico de un precursor, 
5 denominado poliprotefna viral, codificado por el segmento genomico A. La protefna VP1 
se produce mediante expresion del gen correspondiente codificado en el segmento B. 

La poliprotefna viral, sintetizada como un precursor de 105 kiloDaltons (kDa), 
es procesada de forma cotraduccional dando lugar a la formacion de tres polipeptidos 
denominados VPX, VP3 y VP4. VP4, un nuevo miembro de la familia, es responsable 

10 de este procesamiento (Birghan, C, E. Mundt, and A. E. Gorbalenya 2000. A non- 
canonical Ion proteinase lacking the ATPase domain employs the ser-Lys catalytic 
dyad to exercise broad control over the life cycle of a double-stranded RNA virus. 
Embo J. 19: 114-23). VP3 es un polipeptido de 29 KDa que forma subunidades 
trimericas que tapizan la capa interna de la capsida (Bottcher, B M N. A. Kiselev, V. Y. 

15 StePMashchuk, N. A. Perevozchikova, A. V. Borisov, and R. A. Crowther 1997. Three- 
dimensional structure of infectious bursal disease virus determined by electron 
cryomicroscopy. J Virol. 71: 325-30 ; Caston, J. R., J. L Martinez-Torrecuadrada, A. 
Maraver, E. Lombardo, J. F. Rodriguez, J. I. Casal, and J. L. Carrascosa 2001. C 
terminus of infectious bursal disease virus major capsid protein vp2 is involved in 

20 definition of the t number for capsid assembly. J Virol. 75: 10815-28). VPX sufre un 
segundo procesamiento proteolitico que da lugar a la forma madura de la protefna 
denominada VP2. La superficie externa de los viriones esta formada por subunidades 
trimericas constituidas por una relacion variable de VPX y VP2 (Chevalier, C, J. 
Lepault, I. Erk, B. Da Costa, and B. Delmas 2002. The maturation process of pVP2 

25 requires assembly of infectious bursal disease virus capsids. J Virol. 76: 2384-92; 
Lombardo, E., A. Maraver, J. R. Cast n, J. Rivera, A. Fernandez-Arias, A. Serrano, J. 
L. Carrascosa, and J. F. Rodriguez 1999. VP1, the putative RNA-dependent RNA 
polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein 
VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. J Virol. 73: 6973-83). Se 

30 ha sugerido que la conversion de VPX a VP2 esta asociada a la formacion de capsidas 
maduras (Chevalier, C, J. Lepault, I. Erk, B. Da Costa, and B. Delmas 2002. The 
maturation process of pVP2 requires assembly of infectious bursal disease virus 
capsids. J Virol. 76: 2384-92; Martinez-Torrecuadrada, J. L., J. R. Caston, M. Castro, J. 
L. Carrascosa, J. F. Rodriguez, and J. I. Casal 2000. Different architectures in the 

35 assembly of infectious bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. 
Virology. 278: 322-31). Los sitios de procesamiento proteolitico de la poliprotefna han 
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sido caracterizados (Da Costa, B., C. Chevalier, C. Henry, J. C. Huet, S. Petit, J. 
Lepault, H. Boot, and B. Delmas 2002. The capsid of infectious bursal disease virus 
contains several small peptides arising from the maturation process of pVP2. J Virol. 
76: 2393-402; Sanchez, A. B., and J. F. Rodriguez 1999. Proteolytic processing in 
5 infectious bursal disease virus: identification of the polyprotein cleavage sites by site- 
directed mutagenesis. Virology. 262: 190-9), lo que permite una expresion fidedigna de 
los polip6ptidos de la c&psida. La ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) viral, 
denominada VP1, interacciona con la protefna VP3 dando lugar a un complejo que 
facilita su encapsidacion (Lombardo, E., A. Maraver, J. R. Cast n, J. Rivera, A. 

10 Fernandez-Arias, A. Serrano, J. L. Carrascosa, and J. F. Rodriguez 1999. VP1, the 
putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms 
complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like 
particles. J Virol. 73: 6973-83; Tacken, M. G., P. J. Rottier, A. L. Gielkens, and B. P. 
Peeters 2000. Interactions in vivo between the proteins of infectious bursal disease ? 

15 virus: capsid protein VP3 interacts with the RNA-dependent RNA polymerase, VP1. J : 
Gen Virol. 81 Pt 1: 209-18). El dominio de la protefna VP3 responsable de esta: 
interaction esta localizado en su 16 residuos C-terminales (Maraver A, R. Clemente,; 
JF Rodriguez, E Lombardo. Identification and molecular characterization of the RNA 
polymeras-binding motif of the inner capsid protein VP3 of infectious bursal diseases 

20 virus). La protefna VP3 interacciona con ARN de forma. Esta interaccion no requiere la; 
existencia de secuencias especfficas en la molecula de ARN (Kochan, G., D.i 
Gonzalez, and J. F. Rodriguez.. Caracterization of the RNA binding activity of VP3, a 
major structural protein of IBDV. 2003. Archives of Virology in press). Parece probable, 
al igual que lo observado con otras protefnas internas de capsidas de otros virus, que 

25 VP3 estabilize el ARN genomico en la particula viral. 

La produccion de capsidas vacfas o VLPs mediante expresion de la 
poliprotelna viral empteando distintos sistemas de expresion ha sido descrita por 
diferentes laboratories. La primera description de la obtencion de VLPs en celulas de 
insecto fue realizada por Vakaria en 1997 (Vakharia, V. N. 1997. Development of 

30 recombinant vaccines against infectious bursal disease. Biotechnology Annual Review 
3: 151-68). En 1998 nuestro grupo demostro la posibilidad de obtener VLPs en celulas 
de mamffero (Fernandez-Arias A, Risco C, Martinez S, Albar JP, Rodriguez JF.1998. 
Expression of ORF A1 of infectious bursal disease virus results in the formation of 
virus-like particles. J. Gen. Virol. 79: 1047-54). En 1999 se public6 de nuevo un artfeulo 

35 describiendo la obtencion de VLPs de IBDV en celulas de insecto por parte de otro 
grupo de investigation (Kibenge FS, Qian B, Nagy E, Cleghorn JR. Wadowska D. 
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1999. Formation of virus-like particles when the polyprotein gene (segment A) of 
infectious bursal disease virus is expressed in insect cells. Can J Vet Res 63: 49-55). 
Un estudio posterior, publicado por nuestro laboratorio en colaboracion con 
INGENASA S.A., demostro que la morfogenesis de VLPs en celulas de insecto 
5 infectadas con baculovirus recombinantes que expresan la poliprotefna de IBDV es 
muy inficiente y conduce a la acumulacion mayoritaria de estructuras tubulares 
aberrantes (Martinez-Torrecuadrada, J. L, J. R. Caston, M. Castro, J. L. Carrascosa, 
J. F. Rodriguez, and J. I. Casal. 2000. Different architectures in the assembly of 
infectious bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278: 

10 322-331). Estos resultados fueron posteriormente corroborados por otro grupo de 
investigacion (Chevalier, C, J. Lepault, I. Erk, B. Da Costa, and B. Delmas. 2002. The 
maturation process of pVP2 requires assembly of infectious bursal disease virus 
capsids. J. Virol. 76: 2384-92). En el mismo artfculo, este grupo demostro la posibilidad 
de obtener una morfog§nesis eficiente mediante la expresion de una poliprotefna 

15 quimerica formada por la fusion de la fase de lectura abierta correspondiente a la 
protefna verde fluorescente (GFP) al extremo 3 1 de la fase de lectura abierta de la 
poliprotefna de IBDV. La expresion de esta poliprotefna quimerica conduce a la 
formaci6n de VLPs recombinantes de IBDV que contienen en su interior una protefna 
de fusion VP3-GFP recombinante, diferente a la presente en los viriones de IBDV. Por 

20 otra parte, los resultados descritos en este ultimo trabajo no aportan information 
acerca del mecanismo(s) responsable de la ineficacia del proceso morfogenetico de 
las VLPs de IBDV en celulas de insecto. 

Es importante resaltar que todas las VLPs descritas con anterioridad carecen 
de la protefna VP1 que se encuentra presente en los viriones de IBDV. La Gnica 

25 descripci6n de obtencion de "VLPs completas" que contienen VP1 fue realizada por 
nuestro laboratorio (Lombardo, E., A. Maraver, J. R. Caston, J. Rivera, A. Fernandez- 
Arias, A. Serrano, J. L. Carrascosa, and J. F. Rodriguez. 1999. VP1, the putative RNA- 
dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with 
the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. J. 

30 Virol. 73: 6973-83) empleando como vector el virus vacunal lo que impide la posible 
utilization de estas VLPs con fines vacunales. 

Los diversos procedimientos de produccion de VLPs de IBDV descritos 
anteriormente adolecen de diferentes defectos que reducen o impiden su 
aplicabibilidad para la generation de vacunas frente al virus de la bursitis infecciosa: 

35 i) la produccion de VLPs en celulas de mamffero se basa en el empleo de 

recombinantes del virus vacunal. Este sistema de produccion tiene un 



costo muy elevado y, al emplear un virus recombinante capaz de 
infectar tanto mamfferos como aves, no reune las condiciones de 
bioseguridad necesarias para su empleo como vacuna, 
La produccion de VLPs en celulas de insecto empleando sistemas de 
expresi6n convencionales, es decir baculovirus recombinantes que 
expresan tinicamente la poliprotefna viral, es muy ineficiente 
conduciendo a una produccion de VLPs practicamente nula, 
La produccion de VLPs en celulas de insecto mediante la expresi6n de 
una poliprotefna quimerica tiene como resultado la produccion de VLPs 
que contienen una protefna de fusion VP3-GFP lo que introduce un 
elemento protefco no presente en viriones de IBDV, de efecto 
desconocido y de dudosa aplicabilidad en la cadena de produccion de 
came de polio para consumo humano, y 

Ninguno de los sistemas descritos con anterioridad para la produccidn 
de VLPs de IBDV basados en el empleo de baculovirus recombinantes 
permite la obtencion de 'VLPs completas" que contengan todbs los 
antfgenos presentes en los viriones de IBDV. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 
20 Descripcion breve 

La invencion se enfrenta con el problema de proporcionar vacunas m&s 
eflcaces y seguras frente al virus de la bursitis infecciosa. 

Asf, un objeto de la presente invenci6n lo constituye un procedimiento de 
produccion y obtencion de VLPs completas de IBDV, en adelante procedimiento de la 
25 presente invencion, que se realiza en celulas de insecto mediante la utilization de un 
baculovirus recombinante dual que permite la expresi6n simultanea de la poliprotefna 
viral y la protefna VP1 a partir de dos fases de lectura abiertas independientes y 
controladas por promotores distintos y porque comprende los siguientes pasos: 

a) Construcci6n de un plasmido donador portador de una construcci6n 
30 gen6tica poliprotefna-VP1 de IBDV que contiene las fases de lectura 

abiertas correspondientes a la poliprotefna y la proteina VP1 de IBDV bajo 
el control transcriptional de dos promotores distintos de baculovirus, 

b) Obtencion de un bacmido recombinante, que permite la expresion de forma 
simultanea durante su ciclo replicativo de la poliprotefna y la protefna VP1 

35 de IBDV bajo el control transcriptional de promotores de baculovirus, 

mediante la transformation de bacterias competentes con el ptesmido de 
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ii) 



15 



iv) 
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a), 

c) Obtencion de un baculovirus recombinante, que permite la expresion 
simultanea de las fases lectura abierta correspondientes a la poliproteina y 
la protefna VP1 de IBDV bajo el control transcriptional de promotores de 

5 baculovirus, mediante la transformation de c6lulas de insecto con el 

b&cmido recombinante de b), y 

d) Obtencion de VLPs completas de IBDV mediante la infeccion de c6lulas de 
insecto con el baculovirus recombinante de c) y purification posterior. 

Asf mismo, otro objeto adicional lo constituye el procedimiento de la presente 

10 invention donde la infeccion de c6lulas de insecto de c) es una coinfeccion con dos 
baculovirus recombinantes distintos, obtenidos por cualquiera de los diferentes 
metodos establecidos, y que expresan de forma independiente pero simultanea la 
poliproteina viral y la protefna VP1 f repectivamente. La construction de estos 
baculovirus recombinantes que permiten la expresion de forma independiente y 

15 simultanea de la poliproteina y VP1 de IBDV se puede realizar por cualquier experto 
en base al estado de la tecnica (Cold Spring Harbor, N.Y.; Leusch MS, Lee SC, Olins 
PO. 1995. A novel host-vector system for direct selection of recombinant baculoviruses 
(bacmids) in Escherichia coli. Gene 160: 191-4; Luckow VA, Lee SC, Barry GF, Olins 
PO. 1993. Efficient generation of infectious recombinant baculoviruses by site-specific 

20 transposon-mediated insertion of foreign genes into a baculovirus genome propagated 
in Escherichia coli. J Virol 67: 4566-79). 

Un objeto adicional de la presente invencidn lo constituye una construction 
genetica poliprotefna-VP1 de IBDV que comprende, al menos, las fases de lectura 
abiertas correspondientes a la poliproteina (VP1, VP2 y VPX) y la protefna VP1 de 

25 IBDV, y secuencias promotoras de baculovirus (promotores) distintas que permiten la 
regulation simultanea de la expresion genica de ambas protefnas; y de forma 
preferente una construction genetica en la que los promotores distintos de baculovirus 
son p10 y poliedrina de AcMNPV. Un objeto particular de la presente invention lo 
constituye la construction genetica poliprotefna-VP1 de IBDV desarrollada en la 

30 presente invention y que se corresponde con la SEQ ID NO 1 . 

Un objeto adicional de la presente invention lo constituye un vector de 
expresion genetica, entre otros, plasmidos y bacmidos que comprenden la 
construction genetica poliprotefna-VP1 de IBDV y que permiten la obtencion, por 
cualquiera de los diferentes metodos establecidos, de baculovirus recombinantes que 

35 coexpresen la poliproteina viral y la protefna VP1; y de forma preferente el plasmido 
pFBD/poly-VP1 y el bacmido recombinante Bac/pFBD/poly-VP1 de la presente 
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invencion. 

Un objeto adicional de la presente invencion lo constituye un baculovirus 
recombinante dual que permite la expresi6n simultanea de la poliprotefna viral y la 
protefna VP1 de IBDV a partir de dos fases de lectura abiertas independientes y 
5 controladas por promotores de baculovirus y que permite la producci6n y obtenci6n de 
VLPs de IBDV, y de forma preferente el baculovirus recombinante BV/poly-VP1. 

Otro objeto adicional de la presente invencion lo constituyen celulas, entre 
otras bacterias y celulas de insecto, que contengan la construcci6n genetica 
poliprotefna-VP1 de IBDV, y de forma preferente las bacterias DH5-pFBD/poly-VP1 
10 (depositada en la CECT con el nOmero de deposito CECT 5777). 

Otro objeto adicional de la presente invenci6n lo constituye el empleo del 
baculovirus recombinante de la presente invenci6n, o de dos baculovirus 
recombinantes distintos tal como se describe en el parrafo anterior, para la produccidn 
y obtencion de VLPs de IBDV. Un objeto particular de la presente invenci6n lo 
15 constituye el empleo del baculovirus recombinante BV/poly-VP1 para la produccion y 
obtenci6n de VLPs de IBDV. 

Un objeto adicional de la presente invencion lo constituye una VLPs d£ IBDV 
obtenida segun el procedimiento y composiciones (construction genetica de 
poliprotefna-VP1 de IBDV, vectores de expresi6n y celulas transformadas>* de la 
20 presente invencion. x. 

Finalmente, un objeto de la presente invenci6n lo constituye el empleo de las 
VLPs de IBDV descritas en la presente invencion en la elaboration de vacunas para la 
enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa. 



25 Description detallada 

La invenci6n se enfrenta con el problema de proporcionar vacunas mas 
eficaces y seguras frente al virus de la bursitis infecciosa. 

La soluci6n proporcionada por esta invenci6n se basa en que los resultados 
descritos en esta patente demuestran que: i) La protelna VP3, sintetizada en celulas 

30 de insecto a partir de la expresi6n de la poliprotelna viral, sufre un procesamiento 
proteolltico que elimina los ultimos 13 residuos aminoacfdicos de su extremo carboxi- 
terminal. ii) La protefna VP3 resultante, denominada VP3T, es incapaz de formar 
oligomeros lo que produce un bloqueo practicamente total del proceso morfogenetico 
que induce una produccion practicamente nula de VLPs. y iii) La asociacion de la 

35 protelna VP3 a la protefna VP1 protege a la primera frente al procesamiento 
proteolltico. 



Estos resultados han permitido disenar una nueva estrategia para la 
production eficiente de "VLPs vacfas completas" de IBDV que contienen todos ios 
elementos protefcos, antigenicamente relevantes, presentes en viriones purificados e 
infectives de IBDV (es decir, las protefnas VPX, VP2, VP3 y VP1) y que, a diferencia 
de Ios metodos descritos anteriormente, presentan una morfog6nesis eficaz al tiempo 
que evita la presencia en estas de elementos protefcos heter6logos inexistentes en 
partfeuias virales purificadas (la producci6n se realiza en c6lulas de insecto). Esta 
estrategia se basa en la utilization de un baculovirus recombinate dual que expresa 
simultaneamente la poliproteina viral y la proteina VP1 a partir de dos fases de lectura 
abiertas independientes controladas por promotores diferentes (ver Fig. 1 ). En estas 
condiciones las protefnas VP3 y VP1 fornnan complejos estables que i) impiden la 
degradaci6n proteolftica de VP3 f asegurando su correcto funcionamiento, y ii) 
conducen a la incorporation de VP1 en las VLPs. 

Asf, un objeto de la presente invenci6n lo constituye un procedimiento de 
production y obtencion de VLPs completas de IBDV, en adelante procedimiento de la 
presente invencidn, que se realiza en celulas de insecto mediante la utilizaci6n de un 
baculovirus recombinante dual que permite la expresion simultenea de la poliproteina 
viral y la protefna VP1 a partir de dos fases de lectura abiertas independientes y 
controladas por promotores distintos y porque comprende Ios siguientes pasos: 

a) Construction de un plasmido donador portador de una construction 
gen§tica poliprotefna-VP1 de IBDV que contiene las fases de lectura 
abiertas correspondientes a la poliproteina y la proteina VP1 de IBDV bajo 
el control transcriptional de dos promotores distintos de baculovirus, 

b) Obtenci6n de un bacmido recombinante, que permite la expresion de forma 
simultanea durante su ciclo replicativo de la poliproteina y la proteina VP1 
de IBDV bajo el control transcriptional de promotores de baculovirus, 
mediante la transformation de bacterias competentes con el plasmido de 
a), 

c) Obtencion de un baculovirus recombinante, que permite la expresion 
simultenea de las fases lectura abierta correspondientes a la poliproteina y 
la proteina VP1 de IBDV bajo el control transcriptional de promotores de 
baculovirus, mediante la transformation de celulas de insecto con el 
bacmido recombinante de b) f y 

d) Obtenci6n de VLPs completas de IBDV mediante la infection de celulas de 
insecto con el baculovirus recombinante de c) y purification posterior. 
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Tal como se utiliza en la presente invencion el termino "VLPs completas de 
IBDV" se refiere a capsidas vacfas completas del virus IBDV que contienen todas las 
protefnas presentes en viriones purificados e infectivos de IBDV: VP1, VPX, VP2 y 
VP3. El termino "IBDV" tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a las 
5 diferentes cepas de IBDV conocidas pertenecientes a los serotipos 1 y 2. (revisidn: van 
den Berg TP, Eterradossi N, Toquin D, Meulemans G. 2000. Rev Sci Tech 2000 19: 
509-43). 

El termino "construccion genetica poliprotefna-VP1 de IBDV" tal como se utiliza 
en la presente invencidn se refiere a una secuencia de nucleotidos, que comprende, al 

10 menos, las fases de lectura abiertas correspondientes a la poliproteina (VP1 f VP2 y 
VPX) y la protefna VP1 de IBDV, y secuencias promotoras de baculovirus 
(promotores) distintas que permiten la regulacion simultanea de la expresidn genica de 
ambas protefnas. Por otro lado, El termino 'fases de lectura abiertas correspondientes 
a la poliproteina (VP1 , VP2 y VPX) y la protefna VP1 de IBDV" tal como se utiliza en la 

15 presente invencidn comprende, ademas de las secuencias de nucleotidos de dichas 
fases descritas en la SEQ ID N01, otras fases de lectura abiertas analogas 
codificantes de la poliprotefna y protefna VP1 de IBDV. Tal como se utiliza en la 
presente invencidn el termino "analoga" pretende incluir a cualquier secuencia de ADN 
que puede ser aislada o construida en base a la secuencia de nucleotidos mostrada en 

20 la SEQ ID NO 1, por ejemplo, mediante la introduction de sustituciones de nucleotidos 
conservatives o no conservativas, incluyendo la insertion de uno o mas nucleotidos, la 
adicion de uno o rricis nucleotidos en cualquiera de los extremos de la molecula o la 
deletion de uno o mas nucleotidos en cualquier extremo o en el interior de la 
secuencia. En general, una molecula de ADN analoga es sustancialmente hom6loga a 

25 la secuencia de nucle6tidos identificada como la SEQ ID NO 1. En el sentido utilizado 
en esta descripci6n, la expresion "sustancialmente hom6loga" significa que las 
secuencias de nucleotidos en cuestidn tienen un grado de identidad, a nivel de 
nucleotidos, de, al menos, un 70%, preferentemente de, al menos un 85%, o mas 
preferentemente de, al menos, un 95%. 

30 Tal como se utiliza en la presente invenci6n el termino "bacterias competentes" 

se refiere a bacterias, que contienen el genoma de un baculovirus, entre otros, 
AcMNPV, modificado geneticamente y que permite la recombination con plasmidos 
donadores. 
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Un objeto particular de esta invention lo constituye el procedimiento de la 
presente invention donde: 

los promotores distintos de baculovirus de a) son p10 y poliedrina de 
AcMNPV, 

5 - la construction genetica poliproteina-VP1 de IBDV se corresponde con la 

SEQ IDNOI, 

- el plasmido de a) y b) es pFBD/poly-VP1 , 

- las bacterias competentes de b) son DHIOBac, 

- el bacmido recombinante de b) y c) es Bac/pFBD/poly-VP1 , 
10 - el baculovirus recombinante de c) y d) es BV/poly-VP1 , y 

- las celulas de insecto de c) y d) son celulas HighFiveTM. 

Asf mismo, otro objeto adicional lo constituye el procedimiento de la presente 
invention donde la infection de celulas de insecto de c) es una coinfeccion con dos 
baculovirus recombinantes distintos, obtenidos por cualquiera de los diferentes 

15 metodos establecidos, y que expresan de forma independiente pero simultanea la 
poliprotefna viral y la protefna VP1, repectivamente. La construccidn de estos 
baculovirus recombinantes que permiten la expresion de forma independiente y 
simultanea de la poliprotefna y VP1 de IBDV se puede realizar por cualquier experto 
en base al estado de la tecnica (Cold Spring Harbor, N.Y.; Leusch MS, Lee SC, Olins 

20 PO. 1995. A novel host-vector system for direct selection of recombinant baculoviruses 
(bacmids) in Escherichia coli. Gene 160: 191-4; Luckow VA, Lee SC, Barry GF, Olins 
PO. 1993. Efficient generation of infectious recombinant baculoviruses by site-specific 
transposon-mediated insertion of foreign genes into a baculovirus genome propagated 
in Escherichia coli. J Virol 67: 4566-79). 

25 Un objeto adicional de la presente invenci6n lo constituye una construction 

genetica poliprotema-VP1 de IBDV que comprende, al menos, las fases de lectura 
abiertas correspondientes a la poliproteina (VP1, VP2 y VPX) y la proteina VP1 de 
IBDV, y secuencias promotoras de baculovirus (promotores) distintas que permiten la 
regulation simultanea de la expresion genica de ambas protefnas; y de forma 

30 preferente una construction genetica en la que los promotores distintos de baculovirus 
son p10 y poliedrina de AcMNPV. Un objeto particular de la presente invention lo 
constituye la construction genetica poliproteina-VPI de IBDV desarrollada en la 
presente invention y que se corresponde con la SEQ ID NO 1. 

Un objeto adicional de la presente invention lo constituye un vector de 

35 expresion genetica, entre otros, plasmidos y bacmidos que comprenden la 
construction genetica poliprotelna-VP1 de IBDV y que permiten la obtencion, por 
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cualquiera de los diferentes metodos establecidos, de baculovirus recombinantes que 
coexpresen la poliproteina viral y la proteina VP1; y de forma preferente el plasmido 
pFBD/poly-VP1 y el bacmido recombinante Bac/pFBD/poly-VP1 de la presente 
invencion. 

5 En general, dicho vector de expresi6n comprende, al menos, la construccion 

genetica poliprotefna-VP1 de IBDV de la presente invencion y t al menos, un promotor 
que dirige la transcripcion de dicha secuencia de nucleotides de interns (poliproteina y 
VP1 de IBDV), al que est& operativamente enlazado, y otras secuencias necesarias o 
apropiadas para la transcripcion y su regulacion adecuada en tiempo y lugar, por 

10 ejemplo, senates de inicio y terminacion, sitios de corte, senal de poliadenilacion, 
origen de replicacion, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores 
transcripcionales (silencers), etc. Ejemplos de vectores de expresion apropiados 
pueden seleccionarse de acuerdo con las condiciones y necesidades de cada caso 
concreto entre plasmidos, bacmidos, cromosomas artificiales de levadura (YACs), 

15 cromosomas artificiales de bacteria (BACs), cromosomas artificiales basados en el 
bacteriofago P1 (PACs), cdsmidos, o virus, que pueden contener, ademSs, un origen 
de replicacion bacteriano o de levadura para que pueda ser amplificado en bacterias o 
levaduras, asi como un marcador utilizable para seleccionar las celulas transfectadas 
diferente al gen o genes de interes. Estos vectores pueden ser obtenidos por metodos 

20 convencionales conocidos por los tecnicos en la materia [Sambrook, J., Fritsch^E.F., 
and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory]. 

Un objeto adicional de la presente invencion lo constituye un baculovirus 
recombinante dual que permite la expresion simultanea de la poliproteina viral y la 
25 proteina VP1 de IBDV a partir de dos fases de lectura abiertas independientes y 
controladas por promotores de baculovirus y que permite la produccion y obtencion de 
VLPs de IBDV, y de forma preferente el baculovirus recombinante BV/poly-VP1. 

Otro objeto adicional de la presente invencion lo constituyen celulas, entre 
otras bacterias y celulas de insecto, que contengan la construccion genetica 
30 poliprotema-VPI de IBDV, y de forma preferente las bacterias DH5-pFBD/poly-VP1 
(depositada en la CECT con el numero de deposito CECT 5777). 

Otro objeto adicional de la presente invencion lo constituye el empleo del 
baculovirus recombinante de la presente invenci6n, o de dos baculovirus 
recombinantes distintos tal como se describe en el parrafo anterior, para la produccion 
35 y obtencion de VLPs de IBDV. Un objeto particular de la presente invencion lo 
constituye el empleo del baculovirus recombinante BV/poly-VP1 para la produccion y 
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obtencion de VLPs de IBDV. 

Un objeto adicional de la presente invencion lo constituye una VLPs de IBDV 
obtenida segun el procedimiento y composiciones (construccion genetica de 
poliproteina-VP1 de IBDV, vectores de expresion y celulas transformadas) de la 
5 presente invencion. 

Finalmente, un objeto de la presente invenci6n lo constituye el empleo de las 
VLPs de IBDV descritas en la presente invencion en la elaboracion de vacunas para la 
enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa. 

10 Deposito De Microorganismo* 

Un cultivo de la bacteria derivada de DH5, portadora de un plasmido que 
contiene la construccion genetica poliprotelna-VP1 de IBDV, DH5-pFBD/poly-VP1, ha 
sido depositado en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad de 
Valencia, Edificio de Investigacion, Campus de Burjasot, 46100 Burjasot, Valencia, 
15 Espana, el 8 de marzo de 2003, correspondiendole el numero de deposito CECT 5777. 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Efecto de la delecion C-terminal de VP3 en la morfogenesis de 
VLPs. (A) El diagrama representa de forma grafica los genes derivados de IBDV 

20 expresados por los diferentes recombinantes del virus vacunal empleados para 
comprobar el efecto de la delecion del extremo C-terminal de VP3 en la formation de 
VLPs de IBDV en celulas de mamffero. VT7/Poly expresa la poliprotema completa. 
VT7/Poly 907-1012 expresa una forma delecionada de la poliprotefna que carece de 
los 150 residuos C-terminales. VT7/VP3 expresa la protefna VP3 completa. (B) Efecto 

25 de la delecion del extremo C-terminal de la poliprotema sobre la distribution subcelular 
de las protefnas VPX y VP2. lmagenes digitales de microscopfa confocal obtenidas a 
partir de celulas infectadas con los recombinantes VT7/Poly, VT7/Poly 907-1012 y 
VT7/VP3, respectivamente. Las celulas fuero fijadas a las 24 horas post-infecci6n e 
incubadas con suero anti-VPX/2 de conejo y suero anti-VP3 de rata seguido por 

30 incubation con inmunoglobulina de cabra anti-IgG de conejo acoplada a Alexa 488 
(verde) y con inmunoglobulina de cabra anti-IgG de rata acoplada a Alexa 488 (rojo). 
Efecto de la delecion del extremo C-terminal de la poliprotefna sobre el ensamblaje de 
caspidas. Extractos de celulas infectadas con VT7/Poly, VT7/Poly 907-1012, o 
coinfectadas con VT7/Poly 907-1012 y VT7A/P3 fueron sometidas a fraccionamiento 

35 en gradiente de sacarosa. Una alicuota de cada una de las fracciones fue colocada 
sobre una rejilla de microscopio electr6nico, tenida negativamente y visualizada 
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mediante microscopfa electr6nica. Las imageries representan los ensamblados 
detectados en fracciones equivalentes de los diferentes gradientes. 

Figura 2. Analisis comparativo mediante Western blot de la protema VP3 
expresada en diferentes sistemas de expresion. Extractos de celulas infectadas 
5 con IBDV, VT7/Poly y FB/Poly, respectivamente, fueron sometidas a electroforesis 
SDS-PAGE y analysis por Western blot empleando suero de conejo anti-VP3, seguido 
por incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a HPRO. La senal fue 
detectada mediante ECL. Se indica la posicion de las bandas inmunoreactivas y las de 
los marcadores de peso molecular. 

10 Figura 3. Caracterizacion de la proteolisis C-terminal de la protema VP3 

expresada en celulas de insecto. (A) El diagrama representa de forma grafica el gen 
his-VP3 que contiene una cola de histidinas fusionado al extremo N-terminal de VP3 
expresado por el recombinante de baculovirus FB/his-VP3. Se indica la secuencia 
correspondiente a la cola de histidinas y el primer residuo aminoacfdico 

15 correspondiente a VP3 (subrayado). Muestras correspondientes a extractos totales de 
celulas HighFiveTM infectadas con FB/his-VP3, o protefna his-VP3 purificada por 
afinidad fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE y analysis por Western blot 
empleando suero de conejo anti-cola de histinas (B) o anti-VP3 (C) seguido por 
incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a HPRO. La senal fue detectada 

20 mediante ECL. Se indica la posicion de las bandas inmunoreactivas y las de los 
marcadores de peso molecular. 

Figura 4. Localizacidn del sitio de corte proteolftico de la protefna VP3 en 
celulas de insecto. (A) El diagrama representa de forma grafica el grupo de proteinas 
his-VP3 delecionadas empleadas en la determination de la posicion del sitio de corte 

25 proteolftico de la protefna VP3 en celulas de insecto. (B) Analisis mediante Western 
blot de las diferentes proteinas his-VP3 delecionadas expresadas en celulas 
HighFiveTM y purificadas por afinidad (IMAC). Extractos de cultivos de celulas 
HighFiveTM infectados con cada uno de los baculovirus recombinantes fueron 
sometidos a purification en columnas de afinidad HiTrap (amersham pharmacia 

30 biotech). Las proteinas purificadas fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE y 
analysis por Western blot empleando suero de conejo anti-VP3, seguido por 
incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a HPRO. La senal fue detectada 
mediante ECL. Se indica la posicion de las bandas inmunoreactivas y las de los 
marcadores de peso molecular. Las flechas indican la posicion de la protefna completa 

35 (F) y la correspondiente a la forma proteolizada (T). 
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Figura 5. Efecto de la coexpresion de VP1 sobre la proteolysis de his-VP3. 
(A) Deteccion de complejos VP3/VP1. Celulas HighFiveTM fueron infectadas con 
FB/his-VP3 o FBA/P3-VP1. A las 72 h post-inefccion las celulas fueropn recogidas y 
los extractos correspondientes sometidos a purification en columnas de afinidad 
5 HiTrap (amersham pharmacia biotech). Muestras correspondientes a extractos totales 
(T) o protefnas purificadas fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE. Los geles 
fueron posteriormente tenidos con nitrato de plata. Se indica la posicion de los 
marcadores de peso molecular. (B) Analisis mediante Western blot de extractos de 
celulas HighFive™ infectadas con FB/his-VP3 f FB/VP3-VP1, o coinfectadas con 

10 FB/VP3 y FB/VP1, respectivamente. Las c6lulas infectadas fueron recogidas a 72 h 
post-infeccion y homegeneizadas. Los extractos correspondientes fueron sometidos a 
electroforesis SDS-PAGE y analysis por Western blot empleando suero de conejo anti- 
VPS, seguido por incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a HPRO. La 
senal fue detectada mediante ECL. Se indica la posicion de los marcadores de peso 

15 molecular. 

Figura 6. Localizacidn del dominio de oligomerizacion. (A) El diagrama 
representa de forma grafica el grupo de protefnas his-VP3 delecionadas empieadas en 
la determinaci6n de la posicion del dominio de oligomerizacion. Las regiones 
delecionadas se indican con la linea de puntos. El nombre de cada mutante indica la 

20 localization de los residuos aminoacfdicos eliminados en la secuencia de la protefna 
VP3. (B) Deteccion de olig6meros de VP3. Las diferentes protefnas de deleci6n de his- 
VP3, purificadas por afinidad en columnas hiTrap (amersham pharmacia biotech), 
fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE y analysis por Western blot empleando 
suero de conejo anti-VP3, seguido por incubacion con inmunoglobulina de cabra 

25 acoplada a HPRO. (C) Las muestras descritas en el apartado anterior fueron 
sometidas electroforesis no desnaturalizante seguida por analysis por Western blot 
empleando suero de conejo anti-VP3, seguido por incubacion con inmunoglobulina de 
cabra acoplada a HPRO. (D) Deteccion de olig6meros de VP3 producidos por 
mutantes de deletion C-terminal de VP3. Las protefnas fueron purificadas fueron 

30 sometidas a electroforesis SDS-PAGE y analysis por Western blot empleando suero 
de conejo anti-VP3, seguido por incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a 
HPRO. La senal fue detectada mediante ECL. Se indica la posici6n de los marcadores 
de peso molecular. 
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Figure 8. Determinacion del efecto de la coexpresidn de VP1 sobre el 
procesamiento proteomtico de VP3 y la distribution subcelular de las proteinas 
de la capsida. (A) Detecci6n de las protefnas VP1 y VP3 acumuladas en celulas 
HighFiveTM infectadas con FB/Poly y FB/Poly-VP1, respectivamente. Celulas 
5 infectadas fueron recogidas a 24, 4848 y 72 h post-infeccion. Las muestras fueron 
sometidas SDS-PAGE y analisis por Western blot empleando suero de conejo anti- 
VPS o anti-VP1, seguido por incubacion con inmunoglobulina de cabra acoplada a 
HPRO. Se indica la posicion de los marcadores de peso molecular. (D) La distribuci6n 
subcelular de las protefnas VPX/2 y VP3 en celulas infectadas con FB/Poly y 

10 FBD/Poly-VP1 fue analizada microscopfa confocal. Las celulas fueron fijadas a las 60 
h las 60 h post-infecci6n, y a continuacidn incubadas con suero de conejo anti-VPX y 
suero de rata anti-VP3 seguido por incubacion con inmunoglobulina de cabra anti-IgG 
de conejo acoplada a Alexa 488 (verde) y con inmunoglobulina de cabra anti-IgG de 
rata acoplada a Alexa 488 (rojo). Las flechas indican la posicion de los aviroplasmas 

15 formados por VPX/2 y VP3. 

Figure 9. Caracterizacion de las estructuras formadas por expresion de 
las poliprotema en celulas infectadas con FB/Poly-VP1. (A) Celulas HighFiveTM 
fueron infectadas con FB/Poly o FBD/PoIy-VP1. A las 90 h post-infecci6n las celulas 
fueron recogidas y los extractos correspondientes empleados por las purification de 

20 estructuras mediante gradientes de sacarosa. Despues de la centrifugacion se 
recogieron 6 alicuotas de 2 ml. Una parte de cada alicuota fue colocada sobre una 
rejilla, tenida negativamente con acetato de uranilo, y analizada mediante observation 
al microscopio electronico. Las fracciones #1 corresponden al fondo de los gradientes. 
No se muestran las fracciones #6, que contenian proteina soluble y estructuras 

25 desensambladas. La barra corresponde a 200 nm. (B) VLPs purificadas a partir de 
celulas infectadas con FBD/Poly. La imagen corresponde a la fraccion#5 del gradiente 
obtenido a partir de c6lulas infectadas con FBD/Poly-VP1 . Los recuadros ampliados 
muestran dos VLPs a una amplificaci6n mayor. (C) Caracterizacion de los polipeptidos 
presentes en la fracci6n#5 de ambos gradientes. Una alicuota de la fraccion#5 de cada 

30 gradiente fue sometida a SDS-PAGE y analisis por Western blot empleando suero de 
conejo anti-VP3 o anti-VP1, seguido por incubaci6n con inmunoglobulina de cabra 
acoplada a HPRO. Se indica la posicion de VPX, VP2, VP3 completa (F) y VP3 
proteolizada (T). 

* 35 
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EJEMPLO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

Ejemplo 1. - La delecion del extremo C-terminal de la proteina VP3 elimina 
la formacidn de VLPs de IBDV. Se ha descrito recientemente por los inventores de la 
presente invencion (Maraver A, R. Clemente, JF Rodriguez, E Lombardo. Identification 
5 and molecular characterization of the RNA polymeras-binding motif of the inner capsid 
protein VP3 of infectious bursal disease virus) que el extremo C-terminal de VP3 
contiene el dominio responsable de la interaccion de esta proteina con la proteina 
VP1 . Por ello, decidimos analizar el posible papel de la region C-terminal de VP3 en la 
morfogenesis de las VLPs. Como punto de pallida para este analisis empleamos un 

10 virus vacunal recombinante denominado VT7/Poly 907-1012 que expresa una forma 
delecionada de VP3 que carece de los 105 residuos C-terminales (Sanchez, A. B. 
2000) (Fig. 1 A). El analisis mediante SDS-PAGE y Western blot mostro que la delecion 
no afecta al procesamiento proteolitico co-traduccional de la poliproteina (Sanchez, A. 
B. 2000). La expresion de Poly 907-1012 da lugar a la formaci6n de estructuras 

15 tubulares similares a los tubulos de tipo I formados en celulas infectadas con IBDV 
(Kaufer, l M and E. Weiss 1976. Electron-microscope studies on the pathogenesis of 
infectious bursal disease after intrabursal application of the causal virus. Avian Dis. 
20:483-95). Las estructuras tubulares fomadas por expresion de Poly 907-1012 se 
detectaron mediante inmunofluoresecencia empleando anticuerpos anti-VPX/2 y anti- 

20 VP3 (Fig. 1B), y mediante microscopfa electronica de fracciones obtenidas mediante 
purificaci6n en gradientes de sacarosa (Fig. 1C). El analsis mediante Western blot 
confirmo la presencia de VPX y VP3 en los citados tubulos. Con el fin de confirmar que 
el fenotfpo mencionado era debido a la delecion dentro de la regi6n correspond iente a 
VP3, se realiz6 un experimento co-infectando celulas BSC-1 con VT7/Poly 907-1012 y 

25 VT7/VP3. VT7/VP3 es un recombinante de virus vacunal que expresa la proteina VP3 
completa (Fernandez-Arias, A., S. Martinez, and J. F. Rodriguez 1997. The major 
antigenic protein of infectious bursal disease virus, VP2, is an apoptotic inducer. J 
Virol. 71: 8014-8). Un analisis realizado mediante microscopfa confocal demostro que 
la co-expresion de la proteina VP3 completa produce una reduccion significativa en la 

30 formacidn de tubulos de tipo I. En las celulascofnfectadas la distribution subcelular de 
las protefnas VPXA/P3 se caracteriza por la formation de tubulos cortos y viroplasmas 
similares a los detectados en celulas infectadas con la poliproteina completa (Fig. 1B). 
Esta obserevacion indico que la co-expresion de la proteina VP3 completa rescata 
parcialmente la capacidad de Poly 907-1012 de formar VLPs. El analisis mediante 

35 microscopfa electronica de fracciones derivadas de la co-infeccion confirmo esta 
hip6tesis. Asi, las fracciones superiores del gradiente estaban muy enriquecidas en 
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tdbulos cortos y ensamblados quasi-esfericos, denominados capsoides, con un 
diSmetro de 60-70 nm, junto con una pequena proporcion de VLPs de contorno 
poligonal (Fig. 1C). El analsis mediante Western blot de las fracciones superiores del 
gradiente, que contenian la mayor concentraci6n de capsoides, mostro contener una 
5 mayor proporci6n de protefna VP3 completa que de VP3 907-1012 (datos no 
mostrados). Este resultado indico que la incorporacidn de la protefna VP3 completa en 
estas estructuras es mas eficiente que la de la forma delecionada. Estos resultados 
demuestran que el extremo C-terminal de VP3 juega un papel fundamental en la 
morfogenesis de la c£psida de IBDV. 

10 La protefna VP3 sufre un procesamiento proteolftico en c6lulas de insecto. Se 

ha descrito anteriormente que la expresion de la poliprotefna de IBDV en celulas de 
insecto produce el ensamblado de tubulos largos formados por hexameros de trfmeros 
de VPX (Da Costa, B., C. Chevalier, C. Henry, J. C. Huet, S. Petit, J. Lepault, H. Boot, 
and B. Delmas 2002. The capsid of infectious bursal disease virus contains several 

15 small peptides arising from the maturation process of pVP2. J Virol. 76: 2393-402; 
Martinez-Torrecuadrada, J. L, J. R. Caston, M. Castro, J. L. Carrascosa, J. F. 
Rodriguez, and J. I. Casal 2000. Different architectures in the assembly of infectious 
bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology. 278: 322-31). 
La similitud entre los tubulos observados en celulas de mamffero infectadas con 

20 VT7/Poly 907-1012 y los detectados en celulas de insecto infectadas con baculovirus 
recombinantes que expresan la poliprotefna completa nos Ilev6 a analizar el estado de 
la protefna VP3 acumulada en celulas de insecto. Para ello, extractos de celulas 
infectadas con IBDV, VT7/Poly y FB/Poly, respectivamente, fueron analizados 
mediante Western blot usando suero anti-VP3 (Fernandez-Arias, A., S. Martinez, and 

25 J. F. Rodriguez 1997. The major antigenic protein of infectious bursal disease virus, 
VP2, is an apoptotic inducer. J Virol. 71: 8014-8). En celulas infectadas con IBDV y 
VT7/Poly, se detecto la presencia de una Cinica banda de 29 kDa, el tamano esperado 
de la protefna VP3 completa (Fig. 2). Por el contrario, en celulas de insecto infectadas 
con FB/Poly se detecto la presencia de dos bandas correspondientes a polip6ptidos de 

30 29 y 27 Kda, respectivamente (Fig. 2). Un analsis de expresion temporal demostrd que 
aunque la aparicion del producto de 27 kDa esta ligeramente retrasada con respecto a 
la aparicion del producto de 29 kDa, pasa a ser predominante durante la fase tardfa de 
la infeccion (Fig. 8A). Un analisis similar realizado en celulas Sf9 produjo identicos 
resultados (datos no mostrados). Estos resultados demuestran que en celulas de 

35 insecto la protefna VP3 sufre una modification post-traduccional que da lugar a la 
acumulacion de un producto de 27 kDa. 
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La infeccion de celulas de insecto con un baculovirus recombinante, FB/his- 
VP3, que expresa una version de VP3 que contiene una cola de seis residuos de 
histidina (6xhis) f denominada his-VP3 (Fig. 3A) f da lugar a la acumulacion de dos 
forrnas molecularesde la protefna, 32 y 30 kDa, respectivamente, similares a las 
5 observadas en celulas infectadas con FB/Poly (Kochan, G., D. Gonzalez, and J. F. 
Rodriguez. Characterization of the RNA binding activity of VP3, a major structural 
protein of IBDV. 2003. Archives of Virology in press). Por ello, empleamos FB/his-VP3 
como herramienta para determinar el origen de la proteina VP3 de menor tamano. 
Para ello, tanto extractos totales de celulas infectadas con FB/his-VP3 como proteina 
10 purificada mediante mediante IMAC fueron analizados mediante SDS-PAGE y 
Western blot empleando suero anti-VP3 (Fig 3B) y anti-6xhis (Fig 3C). Como se 
muestra en la Fig. 3B, el polip6ptido de 30 kDa se encuentra presente en la muestra 
de protefna purificada lo que demuestra que su extremo N-terminal permanece intacto. 
Por otra parte, tanto el producto de 32 kDa como el de 30 kDa son reconocidos por 
15 ambos antisueros (Fig. 3B y C). Estos resultados indican muy fuertemente que en 
celulas de insecto la protefna VP3 sufre una proteolisis que da lugar a la acumulacion 
de un producto que carece de un fragmento de 2 kDa en su extremo C-terminal. Con 
el fin de determinar firmemente esta posibilidad se emplearon seis baculovirus 
recombinantes denominados his-VP3 253-257, -VP3 248-257, -VP3 243-257, - 
20 VP3 238-257, -VP3 233-257, y -VP3 228-257, respectivamente. Estos 
recombinantes expresan una serie de formas de delecion de VP3 que contienen una 
cola de histidinas. Las deleciones fueron generadas para eliminar de forma 
escalonada grupos de 5 residuos aminoacfdicos y, asf, generar una coleccion con 
deleciones crecientes en el extremo C-terminal de la protefna como se muestra en la 
25 Fig. 4A. La expresion de estas protefnas fue analizada mediante Western blot 
empleando suero anti-VP3. Como se muestra en la Fig. 4B, la expresion de la proteina 
completa his-VP3 y de la protefna mutante his-VP3 253-257 dio lugar a la formation 
de dobletes. Por otro lado, las protefnas que contenfan deleciones de 10 6 mas 
residuos migraron de acuerdo a su tamano esperado dando lugar a una sola banda 
30 (Fig. 4B). Este resultado demuestra que el extremo C-terminal de la protefna VP3 es 
procesado proteolfticamente y que la delecion del sitio de corte evita la prote6lisis. La 
movilidad electroforetica de la protefna his-VP3 248-257 es ligeramente inferior a la 
de los polip§ptidos generados por procesamiento proteolftico de his-VP3 e his- 
VP3 253-257, lo que indica que el procesamiento tiene lugar en la region localizada 
35 entre los residuos 243 y 248. Probablemente, el extermo C-terminal de la protefna his- 
VP3 248-257 es demasiado corto para permitir el reconocimiento por parte de la 
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proteasa, y por ello no sufrirfa el procesamiento proteolftico. 

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos con los mutantes de delecion 
de his-VP3 y establecer de una forma precisa la posici6n de sitio de corte proteolftico 
en la protefna VP3, extractos de celulas HighFiveTM infectadas con FB/his-VP3 fueron 
5 sometidos a purification IMAC. La protefna purificada resultante fue analizada 
mediante espectrometrfa de masas. El experimento fue repetido tres veces empleando 
purificaciones independientes. Los resultados obtenidos fueron similares en todos los 
casos (una diferencia en masa inferior al 0,03%). La Fig. 5A muestra los resultados de 
uno de estos experimentos. Se determind la presencia de dos polipeptidos de 32.004 y 
10 30.444 Da, respectivamente. Estos resultados muestran que el procesamiento 
proteolftico produce la elimination de un peptido de 1 .560 Da del extermo C-terminal 
de his-VP3. Este tamano encaja con la masa molecular (1.576) correspondiente a los 
13 residuos C-terminales de VP3 (245GRW1RTVSDEDLE257) (SEQ ID N03). 

El conjunto de estos resultados demuestra que la protefna VP3 es procesada 
15 proteoltticamente en celulas de insecto entre los residuos L244 y G245, dando lugar a 
un polipeptido que carece de los 13 residuos C-terminales. \* 

Ejemplo 2.- Generacion de un baculovirus recombinante que co-expresa 
las fases de lectura abierta A1 y B1 del genoma de IBDV. 

1. Construction del plasmido pFBDA/P1. La secuencia nucledtfdica 
20 correspondiente a la fase de lectura abierta B1 del genoma de IBDV se obtuvo a partir 

del plasmido pBSKVPI descrito anteriormente (Lombardo, E., A. Maraver, J. R. 

Caston, J. Rivera, A. Fernandez-Arias, A. Serrano, J. L. Carrascosa, and J. F. 

Rodriguez. 1999. VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious 

bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient 
25 encapsfdation into virus-like particles. J. Virol. 73: 6973-83). El plasmido fue purificado 

y sometido a los siguientes tratamientos enzimaticos: i) digestion con el enzima de 

restriccion Not I; ii) incubaci6n con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. 

coli en presencia de dNTPs; iii) digestion con el enzima de restriccion Xho I. A 

continuation, el fragmento de DNA correspondiente fue purificado y utilizado para su 
30 clonaje en el vector pFastBacDual (Invitrogen) previamente tratado con los enzimas de 

restriccion Xho I y Pvu II. Para ello, el fragmento de DNA y el plasmido linerizado 

fueron incubados en presencia de T4 DNA ligasa. 

2. Construccion del plasmido pFBD/Poly-VP1. La secuencia nucleotfdica 
correspondiente a la fase de lectura abierta A1 del genoma de IBDV se obtuvo a partir 

35 del plasmido pClneoPoly descrito anteriormente (Lombardo, E., A. Maraver, J. R. 
Caston, J. Rivera, A. Fernandez-Arias, A. Serrano, J. L. Carrascosa, and J. F. 
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Rodriguez. 1999. VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious 
bursal disease virus, forms complexes with the capsid protein VP3, leading to efficient 
encapsidation into virus-like particles. J. Virol. 73: 6973-83). El plasmido fue purificado 
e incubado con los enzimas de restriccion Eco Rl y Not I. El fragmento de DNA 
5 correspondiente fue purificado e incubado con el plasmido pFBDA/P1 , previamente 
digerido con los enzimas de restriccion Eco Rl y Not I, en presencia de T4 DNA ligasa. 
La bacteria transformada con el plasmido resultante pFBD/Poly-VP1 ha sido 
depositado depositada en la Coleccidn Espanola de Cultivos Tipo con el numero 
CECT 5777. 

10 3. Obtencion del bacmido Bac/pFBD/Poly-VP1. Se realizo mediante 

tranformacion de bacterias competentes DHIOBac (Invitrogen), seleccion de colonias 
positivas en medio selectivo, y purificacion siguiendo la metodologfa descrita por 
Invitrogen (numeros de catalogo 10359016 y 10608016). 

4. Obtencion del baculovirus recombinante BV/Poly-VP1. El virus fue obtenido 

15 mediante transfeccion de celulas HighFive™ (Invitrogen™) con el bacmido 
Bac/pFBD/Poly-VP1 previamente purificado siguiendo la metodologfa descrita por 
Invitrogen (nCimeros de catalogo 10359016 y 10608016). 

Ejemplo 3.- Obtencion de VLPs "completas" de IBDV a partir de celulas 
HighFive™ infectadas con el baculovirus recombinante BV/Poly-VP1. 

20 Cultivos de celulas HighFive™ fueron infectadas con el virus recombinante 

BV/PoIy-VP1 empleando una multiplicidad de infecci6n de 5 unidades formadoras de 
placas por celula. Los cultivos fueron recogidos a las 72 horas post-infeccion. Las 
celulas fueron sedimentadas mediante centrifugacion (1500 x g durante 10 min). El 
sedimento celular fue resuspendido en tampon PES (25 mM PIPES pH 6.2, 150 mM 

25 NaCI, 20 mM CaCI 2 ). A continuacion las celulas fueron homogeneizadas mediante tres 
ciclos consecutivos de congelacion-descongelaci6n (-70/+37°C). El correspondiente 
homogenado fue centrifugado (10000 x g durante 15 min a 4°C). El sobrenadante 
resultante fue recogido y utilizado para la purificacion de las VLPs. Para ello, se 
prepar6 tubo de centrifuga con un colchon de sacarosa al 25% (peso/volumen), diluida 

30 en tampon PES, de 4 ml sobre el que se depositaron 8 ml de sobrenadante. El tubo 
fue centrifugado (125000 x g durante 3 h a 4°C). El sedimento resultante se 
ressupendio en 1 ml de tampon PES. A continuacion se preparo, en un tubo de 
centrifuga, un gradiente continuo de 25-50% de sacarosa en tampon PES. Sobre este 
deposito el sedimento resuspendido. El tubo fue centrifugado (125000 x g durante 1 h 

35 a 4°C). A continuacion el gradiente fue fraccionado en alicuotas de 1 mi- 
Las diferentes alicuotas fueron analizadas mediante microscopfa de 
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transmision. Para ello se deposito un volumen de 5 pi de cada muestra sobre una 
rejilla de microscopio. Las muestras fueron tenidas negativamente con una solucion 
acuosa de acetato de uranilo al 2%. Se empleo un microscopio JEOL 1200 EXII 
operando a 100 kV y a una magnificacidn nominal de X 40,000. Este an£lisis demostro 
5 la presencia de VLPs estructuralmente identicas al viriones de IBDV en las muestras 
analizadas. 

Con el fin de determinar la composition proteica de las VLPs detectadas 
mediante microscopia electronica, las muestras fueron analizadas mediante Western 
blot. Para ello las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de 
10 poliacrilamida. Los geles fueron posteriormente transferidos a nitrocelulosa e 
incubados con anticuerpos anti-VPX/2, anti-VP3 y anti-VP1. Los resultados 
demostraron la presencia de las protemas VPX, VP2, VP3 y VP1 en las fracciones que 
contenian VLPs. 



15 MATERIALES Y METODOS 

• • » 

Celulas y virus. Los virus recombinantes VT7/VP3, VTTVPoly 907-1012, ' : 

• • • 

FB/Poly, FB/his-VP3 wt, FB/his-VP3 253-257, FB/his-VP3 1-25, FB/his-VP3 26-52, • 
FB/his-VP3 53-77, FB/his-VP3 78-100, FB/his-VP3 101-124, FB/his-VP3 125-150, - 
FB/his-VP3 151-175, FB/his-VP3 176-200, FB/his-VP3 201-224, y FB/his-VP3 216- *•[''•'*] 

20 257 fueron descritos previamente (Fernandez-Arias, A., S. Martinez, and J. F. • '.*.*.: 
Rodriguez 1997. The major antigenic protein of infectious bursal disease virus, VP2, is ! 
an apoptotic inducer. J Virol. 71: 8014-8; Kadono-Okuda, K., M. Yamamoto, Y. '*'*' : 
Higashino, K. Taniai, Y. Kato, S. Chowdhury, J. Xu, S. K. Choi, M. Sugiyama, K. ..... 

Nakashima, and et al. 1995. Baculovirus-mediated production of the human growth 

25 hormone in larvae of the silkworm, Bombyx morL Biochem Biophys Res Commun. 213: 
389-96, Kochan, G., D. Gonzalez, and J. F. Rodriguez. Characterization of the RNA 
binding activity of VP3, a major structural protein of IBDV. 2003. Archives of Virology in 
press; Martinez-Torrecuadrada, J. L, J. R. Caston, M. Castro, J. L. Carrascosa, J. F. 
Rodriguez, and J. I. Casal 2000. Different architectures in the assembly of infectious 

30 bursal disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology. 278: 322-31). 
Los experimentos de expresi6n fueron llevados a cabo con celulas BSC-1 (American 
Type Culture Collection), HighFive™ (GIBCO™) y Sf9 (GIBCO™). las c6lulas BSC-1 
fueron cultivadas en medio de Dulbecco modificado por Eagle suplementado con 
suero fetal bovino al 10%. Las celulas HighFive™ y Sf9 fueron cultivadas en medio 

35 TC-100 suplementado con suero fetal bovino al 10%. Los virus fueron amplificados y 
titulados siguiendo protocolos previamente descritos (Lombardo, E., A. Maraver, I. 
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Espinosa, A. Fernandez-Arias, and J. F. Rodriguez 2000. VPS, the nonstructural 
polypeptide of infectious bursal disease virus, accumulates within the host plasma 
membrane and induces cell lysis. Virology. 277:345-57; Martinez-Torrecuadrada, J. L., 
J. R. Caston, M. Castro, J. L Carrascosa, J. F. Rodriguez, and J. I. Casal 2000. 
5 Different architectures in the assembly of infectious bursal disease virus capsid 
proteins expressed in insect cells. Virology. 278: 322-31). 

Generacion de recombinantes de baculovirus. El plasmido previamente 
descrito pFB/his-VP3 como molde para la generacion, mediante reaccion en cadena 
de la polimerasa (PCR), de los fragmentos de ADN empleados en la construccion de 

10 los vectores plasmfdicos necesarios para la construccion de los recombinantes de 
baculovirus FB/his-VP3 248-257, FB/his-VP3 243-257, FB/his-VP3 238-257, FB/his- 
VP3 233-257, y FB/his-VP3 228-257. Las reacciones de PCR fueron realizadas 
empleando un cebador 5* comun y un cebador 3' especffico para cada mutante (Ver 
tabla 1). Tras las reacciones, los fragmentos de ADN correspondientes fueron 

15 purificados y digeridos con los enzimas de restriccion Apa I y Kpn I y ligados al 
plasmido pFB/his-VP3 (21) previamente digerido con los mismos enzimas. De esta 
manera se genera la serie de plasmidos denominados genericamente pFB/his- VP3 
que contienen deleciones en el extremo 5' de la region codificante de VP3. 

Los vectores plasmfdicos requeridos para la generacion de los recombinantes 

20 de baculovirus FB/Poly 1008-1012, FB/Poly 1003-1012, y FB/Poly 998-1012 fue 
realizada mediante la substitution del fragmento Xba I (343 pares de bases) por sus 
homologos, conteniendo las deleciones deseadas, procedentes de los plasmidos 
FB/his-VP3 253-257, FB/his-VP3 248-257, y FB/his-VP3 243-257, respectivamente. 
La construcci6n del vector plasmfdico pFB/VP1 se realizo mediante clonaje de 

25 un fragmento de ADN, que contiene la fase de lectura abierta del gen de la protefna 
VP1 de IBDV, a partir del plasmido pBSKVPI (25) mediante digestion del pISsmido 
con el enzima de restriccion C/a I seguido por tratamiento con el fragmento Klenow de 
la ADN polimerasa I y posterior tratamiento con el enzima Not I. Este fragmento fue 
subclonado en el vector pFastBad (Invitrogen™) previamente digerido con los 

30 enzimas de restriccion Stu I y Not I. El plasmido resultante se denomino pFBWPL 

Los vectores plasmfdicos pFBD/his-VP3-VP1 y pFBD/Po!y-VP1 fueron 
construidos mediante la insercion de las fases de lectura abierta de los genes de las 
protefnas VP3 y VP1 en el vector pFastBacDual (Invitrogen™). pFBD/VP1 fue 
generado mediante insercion de un fragmento que contiene la fase de lectura abierta 

35 de VP1 obtenido mediante digestion con el enzima Notl I, seguido por tratamiento con 
el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I y posterior tratamiento con el enzima Xho 
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I, en el vector pFastBacDual previamente digerido con los enzimas Xho I y Pvu II. A 
oontinuacidn, el plasmido pFB/his-VP3 (21) fue digerido con los enzimas Not I y Rsr W, 
y el fragmento resultante conteniendo la fase de lectura abierta his-VP3 fue Insertado 
en el plasmido pFBD/VP1 previamente digerido con los enzimas Not I y Rsr. II. El 
5 plasmido resultante se denomino pFBD/his-VP3-VP1 . De forma similar la fase de 
lectura abierta correspondiente a la poliprotelna de IBDV fue aislada a partir del 
plasmido pClneoPoly (27) mediante digestidn con los enzimas EcoR I y Not I. El 
fragmento de ADN correspondiente fue clonado en el plasmido pFBD/VP1 
previamente digerido con los enzimas EcoR I y Not I, dando lugar al vector 
0 denomihadopFBD/Poiy-yP1. 

Los baculovirus recombinantes descritos en el trabajo fueron generados usando 
el sistema Bac-to-Bac siguiendo los protocolos descritos por el fabricante (Invitrogen 
BV, Groningen, The Nederiands). 

Purificacldn mediante gradlentes de sacarpsa y caracterizacidn de las 
15 estructuras derivadas de la expresldn de la poliprotelna de IBDV. Celulas BSC-1 o 
HighFive™ fueron infectadas eon los virus. vacunales o baculovirus recombinantes 
descritos. Las celulas infectadas fueron recogidas, lisadas y procesadas como se ha 
descrito anteriormente (25, 28). 

Mlcroscopla electronica. Micuotas de 5pl, de las diferentes fracciones de los 
20 gradientes de sacarosa analizados, se colocaron sobre rejillas de microscopla 
electrdnica. Las muestras asi preparadas fueron tefiidas negativamente con una 
solucion al 2% de acetato de uranilo. Las micrografias fueron obtenidas con un 
microscopio Jeol 1200 EXII operando a 100 kV con magnificiones de 20,000 o 40,000 
X. 

25 Purificaci6n de protelnas de fusi6n his-VP3 y derivados mediante cromatografia 

de afinidad a metales (IMAC). Celulas HighFive™ o Sf9 infectadas con los diferentes 
virus recombinantes descritos fueron recogidas a 72 h post-infecci6n. Despues de 
lavar dos veces en tamp6n fostato salino (PBS) las celulas fueron resuspendidas en 
tamp6n de lisis (50 mM Tris-HCI. pH 8.0 50; 500 mM NaCI) suplementado con 

30 inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) y mantenidas en hielo durante 20 
min. A continuacidn las muestras fueron sometidas a centrifugaci6n a 13,000 x g 
durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes correspondientes fueron sometidos a 
purificaci6n IMAC utllizando una resina unida a cobalto (Talon, Clontech Laboratories, 
Inc., Palo Alto, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

35 Electroforesis y Western blot. Las muestras de proteina fueron resuspendidas 

en tamp6n de Laemmli y sometidas a calentamiento a 100°C durante 5 min. Las 
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electroforesis fueron realizadas en geles al 11% de pol'iacrilamida. A continuaci6n las 
protefnas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa mediante electroblotting. 
Antes de la incubacion con antisueros espedficos las membranas fueron bloqueadas 
mediante incubacion, durante 1 h a temperatura ambiente, con leche en polvo al 5% 
5 diluida en PBS, , 

Inmunofluorescencia (IF), y microscopia confocal (CLSM). C§lulas BSC-1 o 
HighFive™ fueron crecidas sobre cubres e infectadas con los recombinantes de virus, 
vacunal o baculovirus. A los tiempos post-infeccion indicados las c^lulas fueron 
. lavadas dos veces con PBS y fijadas con metanol -20°C durante 10 min. Tras la 
10 fijaci6n los cubres fueron secadbs al aire, bloqueados en una soluci6n de suero de 
ternera recien nacida al 20% en PBS durante 45 min a temperatura ambiente, e 
incubados con los antisueros indicados. Las muestras fueron visualizadas mediante 
epifuorescencia empleando un microscopio Zeiss Axiovert 200 eiquipado con un 
sistema confocal Bio-Rad Radiance 2100. Las im^genes fueron bbtenidas empleando 
15 . los prpgramas Laser Sharp software package (Bio-Rad). 

Analisis mediante espectrometrfa de masas (MS). Las protefnas fueron 
pasadas a trav§s de minicolumnas C-18 ZipTip tips (Millipore, Bedford, MA, USA) y 
eluidas en sdlucion matriz (§cidp 3,5Klimethoxy-4-hydroxycinnamic saturado en 
solucion acuosa .de 33% acetonitrilo, y 0.1% de acido trifluoroac§tico). Una alicuota de 
20 0.7 |il de la mezcla resultarite fue depositada en una sonda MALDI de acero que fue 
posteriormente secada al aire. Las muestras fueron analizadas empleando. un 
espectrometro de masas Bruker Reflex™ IV MALDI-TOF (Bruker-Franzen Analytic 
GmbH, Bremen, Alemania) equipado con una fuente SCOUT™ reflector en modo 
reflector ion positivo empleando extracci6n retardada. El voltage de aceleracidn fue de 
25 20 kV. El equipo fue calibrado externamerite empleando seftales de masa 
correspondientes a BSA y dfm.eros de BSA que cubre el rango de 20-130 m/z. 
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REIVINDICACIONES 

1.- Procedimiento de production y obtenci6n de VLPs completas de IBDV 
caracterizado porque se realiza en celulas de insecto mediante la utilization de un 
baculovirus recombinante dual que pemnite la expresi6n simultanea de la poliprotefna 
5 viral y la protefna VP1 a partir de dos fases de lectura abiertas independientes y 
controladas por promotores distintos y porque comprende los siguientes pasos: 

a) Construction de un plasmido donador portador de una construcci6n 
genetica poliprotefna-VP1 de IBDV que contiene las fases de lectura 

. abiertas correspondientes a la poliprotefna y la proteina VP1 de IBDV bajo 
10 el control transcripcional de dos promotores distintos de baculovirus, 

b) Obtenci6n de un bacmido recombinante, que pemnite la expresi6n de forma 
simultanea durante su ciclo replicativo de la poliprotefna y la protefna VP1 
de IBDV bajo el control transcripcional de promotores de baculovirus, 
mediante la transformacidn de bacterias competentes con el plasmido de 

15 a), 

c) Obtenci6n de un baculovirus recombinante, que permite la expresi6n 
simultanea de las fases lectura abierta correspondientes a la poliprotefna y 
la protefna VP1 de IBDV bajo el control transcripcional de promotores de 
baculovirus, mediante transformation de celulas de insecto con el bacmido 

20 recombinante de b), y 

d) Obtenci6n de VLPs completas de IBDV mediante la infeccidn de celulas de 
insecto con el baculovirus recombinante de c) y purification posterior. 

2. - Procedimiento de producci6n y obtenci6n de VLPs completas de IBDV segun la 
reivindicacibn 1 caracterizado porque: 

25 - los promotores distintos de baculovirus de a) son p10 y poliedrina de 

AcMNPV, 

- el plasmido de a) y b) es pFBD/poly-VP1 , 

- las bacterias competentes de b) son DH1 OBac, 

- el bacmido recombinante de b) y c) es Bac/pFBD/poly-VP1 , 
30 - el baculovirus recombinante de c) y d) es BV/poly-VP1 , y 

- las celulas de Insecto de c) y d) son celulas HighFiveTM. 

3. - Procedimiento de producci6n y obtenci6n de VLPs completas de IBDV segun la 
reivindicaci6n 1 caracterizado porque el baculovirus recombinante dual son dos 
baculovirus distintos que permiten la expresidn independiente y simultanea de la 

35 poliprotefna viral y la protefna VP1 a partir de dos fases de lectura abiertas 
independientes y controladas por promotores distintos y porque la infecci6n de celulas 
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de insecto de c) es una coinfeccibn con dos baculovirus recombinantes distintos. 

4. - Procedimiento de produccibn y obtenci6n de VLPs completas de IBDV segun las 
reivindicaciones 1 a la 3 caracterizado porque las VLPs completas se refieren a 
cualquiera de las diferentes cepas de IBDV cohocldas pertenecientes a los serotipos 1 

5 y 2. 

5. - Construccibn genetica poliprotefna-VP1 de IBDV caracterizada porque conrtprende, 
al menos, las fases de lectura abiertas correspondientes a la poliprotefna (VP1 , VP2 y 
VPX) y la protefna VP1 de IBDV, y secuencias promotoras de baculovirus distintas que 
permiten la regulacibn simuitanea de la expresion genica de ambas protefnas. 

10. 6.-. Construcci6n genetica poliproteina-VP1 de. IBDV segun la reivindicaci6n 5 
caracterizada porque los promotores distintos de baculovirus son p10 y poliedrina de 
AcMNPV. 

7.- Construcci6n genetica poliprotefna-VP1 de IBDV segun las reivindicaciones 5 y 6 
caracterizada porque esta cbnstituida por ia SEQ ID NQ1 . 
15. 8.- Vector de expresidn genetica, entre otros, plasmidos y bacmidos, caracterizado 
porque compreride la construccion genetica poliprotefna-vpi de IBDV segdn una 
cualquiera de las reivindicaciones 5 a la 7 y porque permite la obtencidn de 
baculovirus recombinantes que coexpresen la poliprotefna viral y la proteina VP1 . 

9. - Vector de expresibn genetica segun la reivindicaci6n 8 caracterizado porque 
20 pertenece, entre otros, al siguiente grupo: el plSsmido pFBD/poly-VP1 y el bacmido 

recombinante Bac/pFBD/poly-VP1 . 

10. - Celula, entre otras, bacterias.y celulas de insecto, caracterizada porque cbntiene 
la construccion genetica poliprotefna-VP1 de IBDV segOn una cualquiera de. las 
reivindicaciones 5 a la 7. 

25 11. -Celula segCin la reivindicaci6n 10 caracerizada porque es la bacteria DH5- 
pFBD/poly-VP1 (depositada en la CECT con el ntimero de deposito CECT 5777). 

12. - Baculovirus recombinante dual que permite la expresion simuitanea de la 
poliprotefna viral y la proteina VP1 de IBDV a partir de dos fases de lectura abiertas 
independientes y controladas por promotores de baculovirus y que permite la 

30 produccion y obtencibn de VLPs de IBDV. 

13. - Baculovirus recombinante dual segCin la reivindicacion 12 caracterizado porque es 
el baculovirus recombinante BV/poly-VP1. 

14. - Empleo del baculovirus recombinante segCin las reivindicaciones 12 y 13, o de dos 
baculovirus recombinantes distintos que permiten la expresion independiente y 

35 simuitanea de la poliprotefna viral y la protefna VP1 a partir de dos fases de lectura 
abiertas independientes y controladas por promotores distintos, para la produccion y 
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obtencion de VLPs de IBDV. 

15. - Empleo segun la reivindicacibn 14 caracterizado porque el baculovirus 
recombinante empleado para la produccibn y obtenci6n de VLPs de IBDV es el 
BV/pbly-VP1. 

16. - VLPs de IBDV obtenidas mediante el procedimiento segun reivindicacibn 1 a la 4. 

17. - Empleo de las VLPs de IBDV segCin la reivindlcacl6n 16 en la elaboration de 
vacunas para la enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa. 
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LI ST ADO DE SECUENCIAS 

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS 

<120> PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE PARTfCULAS VIRALES VACfAS (VLPS) 
DEL VIRUS INDUCTOR DE LA BURSITIS INFECCIOSA (IBDV) , COMPOSICIONES 
NECESARIAS PARA SU PUESTA A PUNTO Y SU USO EN LA ELABORACION DE VACUNAS 
FRENTE AL IBDV 

<13 0> VLPS de IBDV 

<160> 3 

<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 10909 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Construccion genetica poliproteina-VPl de IBDV 



<220> 

<221> gene 

<222> (3) . . (3041) 

<223> Fase de Lectura Abierta de la Poliprotelna de IBDV en cadena 
complementaria reversa 



<220> 

<221> promoter 

<222> (3083) . . (3211) 

<223> Promotor de poliedrina de AcMNV 



<220> 

<221> ^promoter 

<222> (3230) . . (3351) 

<223> Promotor plO de AcMNV 



<220> 

<221> CDS 

<222> (3388) . . (6027) 

<223> Fase de Lectura Abierta de la proteina VP1 de IBDV 



<220> 

<221> polyA_site 

<222> (6068) . . (6331) 
<223> 



<220> 

<221> gene 



2 



10 



15 



30 



40 



50 



<222> (6901) . . (7434) 

<223> Gen de resistencia a Gentamicina 



<220> 

< 2 2 1 > mi scJE ea ture 

<222> (7501) . . (7725) 

<223> Minitransposon Tn7R 



<220> 

<221> gene 

<222> (8787) . . (9647) 

<223> Gen de resistencia a Ampicilina 



<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f eature 

<222> (9854) . . (10234) 

20 <223> Fl 



<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f e a ture 

25 <222> (10418) . . (10583) 

<223> Minitransposon Tn7L 



<400> 1 

gctcactcaa ggtcctcatc agagacggtc ctgatccagc ggcccagccg accagggggt 60 



240 
300 



ctctgtgttg gagcattggg ttttggcttg ggctttggta gagcccgcct gggattgcga 120 

tgcttcatct ccatcgcagt caagagcaga tctttcatct gttcttggtt tgggccacgt 180 
35 ccatggttga tttcatagac tttggcaact tcgtctatga aagcttgggg tggctctgcc 
tgtcctggag ccccgtagat cgacgtagct gcccttagga tttgttcttc tgatgccaac 

cggctcttct ctgcatgcac gtagtctaga tagtcctcgt ttgggtccgg tatttctcgt 360 

ttgttctgcc agtactttac ctggcctggg cttggccctc ggtgcccatt gagtgctacc 42 0 

cattctggtg ttgcaaagta gatgcccatg gtctccatct tctttgagat ccgtgtgtct 480 

45 ttttccctct gtgcttcctc tggtgtgggg ccccgagcct ccactccgta gcctgctgtc 540 

ccgtacttgg ccctttgcga cttgctgcct gcttgtggtg cgtttgcaag aaaatttcgc 600 

atccgatggg cgttcgggtc gctgagtgcg aagttggcca tgtcagtcac aatcccattc 660 

tcttccagcc acatgaacac actgagtgca gattggaata gtgggtccac gttggctgct 720 

gcttccattg ctctgacggc actctcgagt tcgggggtct ctttgaactc tgatgcagcc 7 80 

55 atggcaaggt ggtactggcg tcctgcattg ggtggaaggt atggtaggtt gaggtagggg 840 

agcctgtccc agtcgcgtgg attgtgaggg aaacgtttga tgaacgttgc ccagttgggc 900 

ccggtgttta catcgaatgc tccgggacca gccaacctaa ggccaagtcg gtgtgcagta 960 

60 



10 



3 

gcgagcttgg tgcttctaaa gcttactttc tcaatctcgc cacaagcatt gagggctccc 102 0 

gtcatagcca catggattgg gactttgggt cgaaacacat ccatgtaagc tatggctaga 1080 

tttccactgt ttcccacaat aggaggtatg ggatctttgg acagcataat gctgtcgtcc 1140 

cagacatcat ctattgggac aacggtgtag tctctcccag tctccagtgg aagtacccca 1200 

tctggagcat atccatagac tctgtgtcca gagagagttc gtatgaagga tcctctttga 1260 

gatggaggtt ggaggtcttc tcgcacgcct tcaatgacag caaacatttt gctgttcaat 1320 

gctttgggtg tcatggcgtc ttccactgtc gtaataacca cagggaatag cgtggcaccc 1380 

15 tctcttaaca cgcagtcgag gttgtgtgca ccgcggagta ccccaggtga agcaagaatc 1440 

ccgtcgacta cgggattctg gggcacctgg aatagattcg cgactacctc gtaccccttg 1500 

tcggcggcga gagtcagctg ccttatgcgg cctgaggcag ctcttgcttt tcctgacgcg 1560 

gctcgagcag ttcctgaagc ggcctgggcc tcatcgccca gcaggtagtc tacaccttcc 1620 

ccaattgcat gggctagggg agcggcaggt gggaacaatg tggagaccac cggcacagct 1680 

25 atcctcctta tggcccggat tatgtctttg aagccgaatg ctcctgcaat cttcagggga 1740 

gagttgaggt cggccacctc catgaagtat tcacgaaagt cagtgtactc ccttgttggc 1800 
30 ca 9 ac 99tct tgatgccaag acggtccctc tcactcagta tcaattttgt gtagttcatg 1860 
gctcctgggt caaatcggcc gtattctgta accaggttct ttgctagttc aggatttggg <■ 1920 

atcagctcga agttgctcac cccagcgacc gtaacgacgg atcctgttgc cactctttcg s 1980 

35 taggccacta gcgtgacggg acggagggcc cctggatagt tgccaccatg gatcgtcact 2040 

gctaggctcc ctcttgccga ccatgacatc tgatcccctg cctgaccacc acttttggag 2100 

gtcactatct ccagtttgat ggatgtgatt ggctgggtta tctcgtttgt tggaatcaca 2160 

agattgaatg gcataaggtt gtcggtgccg gtcgtcagcc cattgtttgc ggccacagcc 2220 

ctggtgatta ccgttgtccc atcaaagcct atgaggtaga tggtggcgcc cagtacaagg 2280 

ccgtggacgc ttgttcgaaa cacgagctct cccccaacgc tgaggcttgt gatggcatca 2340 

atgttggctg agaacagtgt gattgttacc ccacctggtt ggtactgtga tgagaattgg 2400 

taatcatcgg ctgcagttat ggtgtagact ctgggcctgt cactgctgtc acatgtggct 2460 

accatttttg ggtcaagccc tattgcggga atggggtcac caagcctcac atacccaaga 2520 

tcatatgatg tgggtaagct gaggacggtg accccttccc ctactaggac gttcccaatt 2580 

55 ttgtcgttga tgttggctgt tgcagacatc aacccattgt agctaacatc tgtcagttca 2640 

ctcaggcttc cttggaaggt cacggcgttt atggtgccgt ttagtgcata aacgccacca 2700 

ggaagtgtgc ttgacctcac tgtgagactc cgactcacta gcctgcagta gttgtaactg 2760 

60 



40 



45 



50 



2820 
2880 
2940 
3000 
3060 



gccggtaggt tctgggcagt caggagcatc tgatcgaact tgtagttccc attgccctgc 

agtgtgtagt gagcacccac aattgagcca gggaatccag ggaaaaagac aattagccct 

gaccctgtgt cccccacagt caaattgtag gtcgaggtct ctgacctgag agtgtgcttc 

tccagggtgt cgtccggaat ggacgccggt ccggttgttg gcatcagaag gctccgtatg 

aacggaacaa tctgctgggt ttgatctgac aggtttgtca tcgatgcgat cgaattccgc 

gcgcttcgga ccgggatccg cgcccgatgg tgggacggta tgaataatcc ggaatattta 3120 

taggtttttt tattacaaaa ctgttacgaa aacagtaaaa tacttattta tttgcgagat 3180 

ggttatcatt ttaattatct ccatgatcta ttaatattcc ggagtatacg gacctttaat 3240 

tcaacccaac acaatatatt atagttaaat aagaattatt atcaaatcat ttgtatatta 3300 

attaaaatac tatactgtaa attacatttt atttacaatc actcgacgaa gacttgatca 3360 

cccgggatct cgaggtcgac ggtatcg atg agt gac gtt ttc aat agt cca cag 3414 
cccgggatct. <-y aa » 33 ^ phe Agn ger prQ Gln 

1 ~ 5 

gcg cga age acg ate tea gca gcg ttc ggc ata aag cct act get gga 
III Arg Ser Thr He Ser Ala Ala Phe Gly He Lys Pro Thr Ala Gly 
10 15 20 " 

caa qac gtg gaa gaa etc ttg ate cct aaa gtt tgg gtg cca cct gag 
Gin" Asp S2 Glu Glu Leu Leu He Pro Lys Val Trp Val Pro Pro Glu 
30 35 40 

gat ccg ctt gee age cct agt cga ctg gca aag ttc etc aga gag aac 
Asp Pro Leu Ala Ser Pro Ser Arg Leu Ala Lys Phe Leu Arg Glu Asn 
45 50 55 

aae tac aaa att ttg cag ccg egg tct ctg ccc gag aat gag gag tat 
lly Sr Lys 52 Leu Gin Pro Arg Ser Leu Pro Glu Asn Glu Glu Tyr 
60 65 70 

gag acc gac caa ata etc cca gac tta gca tgg atg cga cag ata gaa 
Slu Thr Isp Gin He Leu Pro Asp Leu Ala Trp Met Arg Gin He Glu 

80 85 



75 



ggg get gtt tta aaa ccc act eta tct etc cct att gga gat cag gag 
5? Ala Val Leu Lys Pro Thr Leu Ser Leu Pro He Gly Asp Gin Glu 
90 95 100 

tac ttc cca aag tac tac cca aca cat cgc cct age aag gag aag ccc 
Tyr til Pro Lys Tyr Tyr Pro Thr His Arg Pro Ser Lys Glu Lys Pro 
110 H5 120 



aat gcg tac cca cca gac ate gca eta etc aag cag atg att tac ctg 
lln Ala Tyr Pro Pro Asp He Ala Leu Leu Lys Gin Met He Tyr Leu 
ias 130 135 

ttt etc cag gtt cca gag gec aac gag ggc eta aag gat gaa gta acc 
Phe Leu III Val Pro Glu Ala Asn Glu Gly Leu Lys Asp Glu Val Thr 



3462 



3510 



3558 



3606 



3654 



3702 



3750 



3798 



3846 



20 



etc ttg acc caa aac ata agg gac aag gec tat gga agt ggg acc .tac 3 894 
Leu Leu Thr Gin Asn lie Arg Asp Lys Ala Tyr Gly Ser Gly Thr Tyr 
155 160 165 

atg gga caa gca aat cga ctt gtg gec atg aag gag gtc gec act gga 3 942 
Met Gly Gin Ala Asn Arg Leu Val Ala Met Lys Glu Val Ala Thr Gly 
170 



175 180 185 



aga aac cca aac aag gat cct eta aag ctt ggg tac act ttt gag age 
10 Arg Asn Pro Asn Lys Asp Pro Leu Lys Leu Gly Tyr Thr Phe Glu Ser 

190 195 200 

ate gcg cag eta ctt gac ate aca eta ccg gta ggc cca ccc ggt gag 
lie Ala Gin Leu Leu Asp He Thr Leu Pro Val Gly Pro Pro Gly Glu 
15 205 210 215 

gat gac aag ccc tgg gtg cca etc aca aga gtg ccg tea egg atg ttg 
Asp Asp Lys Pro Trp Val Pro Leu Thr Arg Val Pro Ser Arg Met Leu 
220 225 230 



250 



255 260 265 



acc aaa gga gag aca att ggc gag atg ata get ata tea aac cag ttt 
30 Thr Lys Gly Glu Thr He Gly Glu Met lie Ala He Ser Asn Gin Phe 

270 275 280 



3990 



4038 



4086 



gtg ctg acg gga gac gta gat ggc gac ttt gag gtt gaa gat tac ctt 4134 
Val Leu Thr Gly Asp Val Asp Gly Asp Phe Glu Val Glu Asp Tyr Leu 
235 240 245 



25 ccc aaa ate aac etc aag tea tea agt gga eta cca tat gta ggt cgc 4182 
Pro Lys He Asn Leu Lys Ser Ser Ser Gly Leu Pro Tyr Val Gly Arg 



4230 



etc aga gag eta tea aca ctg ttg aag caa ggt gca ggg aca aag ggg 4278 
Leu Arg Glu Leu Ser Thr Leu Leu Lys Gin Gly Ala Gly Thr Lys Gly 
35 285 290 295 

tea aac aag aag aag eta etc age atg tta agt gac tat tgg tac tta 4326 
Ser Asn Lys Lys Lys Leu Leu Ser Met Leu Ser Asp Tyr Trp Tyr Leu 
300 305 310 

40 

tea tgc ggg ctt ttg ttt cca aag get gaa agg tac gac aaa agt aca 4374 
Ser Cys Gly Leu Leu Phe Pro Lys Ala Glu Arg Tyr Asp Lys Ser Thr 
315 320 325 

45 tgg etc acc aag acc egg aac ata tgg tea get cca tec cca aca cac 4422 
Trp Leu Thr Lys Thr Arg Asn He Trp Ser Ala Pro Ser Pro Thr His 
330 ^ 335 340 345 

etc atg ate tec atg ate acc tgg ccc gtg atg tec aac age cca aat 
50 Leu Met He Ser Met He Thr Trp Pro Val Met Ser Asn Ser Pro Asn 

350 355 360 

aac gtg ttg aac att gaa ggg tgt cca tea etc tac aaa ttc aac ccg 
Asn Val Leu Asn He Glu Gly Cys Pro Ser Leu Tyr Lys Phe Asn Pro 
55 365 370 375 



4470 



4518 



ttc aga gga ggg ttg aac agg ate gtc gag tgg ata ttg gee ccg gaa 4566 

Phe Arg Gly Gly Leu Asn Arg He Val Glu Trp He Leu Ala Pro Glu 

380 385 390 

60 



6 



gaa ccc aag get ctt gta tat gcg gac aac ata tac att gtc cac tea 4614 
Glu Pro Lys Ala Leu Val Tyr Ala Asp Asn lie Tyr lie Val His Ser 
395 400 405 

5 aac acg tgg tac tea att gac eta gag aag ggt gag gca aac tgc act 4662 
Asn Thr Trp Tyr Ser lie Asp Leu Glu Lys Gly Glu Ala Asn Cys Thr 
410 415 420 425 

cgc caa cac atg caa gec gca atg tac tac ata etc ace aga ggg tgg 4710 
10 Arg Gin His Met Gin Ala Ala Met Tyr Tyr lie Leu Thr Arg Gly Trp 

430 435 440 

tea gac aac ggc gac cca atg ttc aat caa aca tgg gee acc ttt gec 4758 
Ser Asp Asn Gly Asp Pro Met Phe Asn Gin Thr Trp Ala Thr Phe Ala 
15 445 450 455 

atg aac att gee cct get eta gtg gtg gac tea teg tgc ctg ata atg 4806 
Met Asn lie Ala Pro Ala Leu Val Val Asp Ser Ser Cys Leu lie Met 
460 465 470 

20 

aac ctg caa att aag acc tat ggt caa ggc age ggg aat gca gee acg 4854 
Asn Leu Gin He Lys Thr Tyr Gly Gin Gly Ser Gly Asn Ala Ala Thr 
475 480 485 

25 ttc ate aac aac cac etc ttg age acg eta gtg ctt gac cag tgg aac 4902 
Phe He Asn Asn His Leu Leu Ser Thr Leu Val Leu Asp Gin Trp Asn 
490 495 500 505 

ttg atg aga cag ccc aga cca gac age gag gag ttc aaa tea att gag 4950 
30 Leu Met Arg Gin Pro Arg Pro Asp Ser Glu Glu Phe Lys Ser lie Glu 

510 515 520 

gac aag eta ggt ate aac ttt aag att gag agg tec att gat gat ate 4998 
Asp Lys Leu Gly He Asn Phe Lys He Glu Arg Ser He Asp Asp He 
35 525 530 535 

agg ggc aag ctg aga cag ctt gtc etc ctt gca caa cca ggg tac ctg 5046 
Arg Gly Lys Leu Arg Gin Leu Val Leu Leu Ala Gin Pro Gly Tyr Leu 
540 545 550 



40 



agt ggg ggg gtt gaa cca gaa caa tec age cca act gtt gag ctt gac 5 094 
Ser Gly Gly Val Glu Pro Glu Gin Ser Ser Pro Thr Val Glu Leu Asp 
555 560 565 



45 eta eta ggg tgg tea get aca tac age aaa gat etc ggg ate tat gtg 5142 
Leu Leu Gly Trp Ser Ala Thr Tyr Ser Lys Asp Leu Gly He Tyr Val 
570 575 580 585 

ccg gtg ctt gac aag gaa cgc eta ttt tgt tct get gcg tat ccc aag 5190 
50 Pro Val Leu Asp Lys Glu Arg Leu Phe Cys Ser Ala Ala Tyr Pro Lys 

590 595 600 

gga gta gag aac aag agt etc aag tec aaa gtc ggg ate gag cag gca 523 8 
Gly Val Glu Asn Lys Ser Leu Lys Ser Lys Val Gly He Glu Gin Ala 
55 605 610 615 

tac aag gta gtc agg tat gag gcg tta agg ttg gta ggt ggt tgg aac 52 86 
Tyr Lys Val Val Arg Tyr Glu Ala Leu Arg Leu Val Gly Gly Trp Asn 
620 625 630 

60 



5 SS £ S a a 5S S S-SS = E S = = ' 

635 640 

* a a aa a a a a= a I = - = K I 

fi cc * ooU 
650 655 

o sraaaaaa.aaaaaaaa 
~ a a a a a a a a a a a a aa a 

.5 '685 . .690 

. „ ec a ate aac act ggg gga etc 

III a "2 a a a a a a a « - 

700 705 : 

715 720 ■ . 

- s «s a a a a "a. a as a s a a 

730 735 

gat go. gtt aag gec aag gca gaa gec gag aaa etc cac aag tec" aag 
30 Asp Ala Val Lys Ala Lys Ala Glu Ala Glu Lys Leu y l6Q ■ 

750 755 

: cca gac gac ccc gat gca gac tgg ttc gaa aga. tea gjj act ctg tea 
Pro Asp Asp Pro Asp Ala Asp Trp Phe Glu Arg ser ^ 
35 765. . .770 

. BsssaaasaaaeBEaa; 

780 ie f 

40 etc W g« *. age jee =tt 9« g. 9« £ tt ? £ tl 
Leu Val Glu Thr Ser Asp Ala Leu Glu Ala vai tox^ 
795 800 

45 tac aec eee aag tae oca gaa gtc aag aac cca cag ace gec tec aac 
Tyr^Thr Pro Lys Tyr Pro Glu Val Lys Asn Fro ^ 
810 815 

c= g gtt 9« g?9 etc cac ctg ccc g cc aag J. gc acc g* gtc ca g 
50 Pro Val Val Oly Leu His Leu Pro Axa Lys /*r a ^ 

830 835 

a s a a s a a a a a a a a a a a 

55 845 850 

s a a a a a a a a a a a a a a a 
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5478 



5526 



5622 



5670 



5718 



5766 



5862 



5910 



• 5958 



6006 



860 865 
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caa aag gag age cgc caa tag ecatgaggeg gccctgatgc atagcatgeg 6057 
Gin Isys Glu Ser Arg Gin 
875 

gtacegggag atgggggagg ctaactgaaa caeggaagga gacaataccg gaaggaaccc 6117 
gegctatgae ggcaataaaa agacagaata aaaegcaegg gtgttgggtc gtttgttcat 6177 
aaacgcgggg ttcggtccca gggctggcac tctgtcgata ccccaccgag accccattgg 6237 
gaccaatacg cccgcgtttc ttccttttcc ccaccccaac ccccaagttc gggtgaaggc 6297 
ccagggctcg cagccaacgt eggggeggea agccctgcca tagccactac gggtaegtag 6357 
15 gccaaccact agaactatag ctagagtcct gggcgaacaa aegatgeteg ccttccagaa 6417 
aaccgaggat gcgaaccact teatcegggg tcagcaccac cggcaagcgc cgcgacggcc 6477 
gaggtctacc gatctcctga agecagggea gatcegtgea cagcaccttg cegtagaaga 6537 
acagcaaggc cgccaatgcc tgacgatgcg tggagaccga aaccttgcgc tcgttcgcca 6597 
gecaggacag aaatgecteg acttcgctgc tgcccaaggt tgccgggtga cgcacaccgt 6657 
25 ggaaaeggat gaaggcacga acccagttga cataagectg ttcggttcgt aaactgtaat 6717 
geaagtageg tatgegctea cgcaactggt ccagaacctt gaccgaacgc agcggtggta 6777 
aeggegcagt ggcggttttc atggcttgtt atgactgttt ttttgtacag tctatgcctc 6837 
gggcatccaa geagcaageg cgttacgccg tgggtcgatg tttgatgtta tggaggagca 6897 
acgatgttac gcagcagcaa cgatgttacg cagcagggca gtcgccctaa aacaaagtta 6957 
35 ggtggctcaa gtatgggcat cattcgcaca tgtaggctcg gccctgacca agtcaaatcc 7017 
atgcgggctg ctcttgatct tttcggtcgt gagtteggag acgtagccac ctactcccaa 7077 
catcagccgg actccgatta cctcgggaac ttgctccgta gtaagacatt catcgcgctt 7137' 
gctgccttcg accaagaagc ggttgttggc gctctcgcgg ettaegttet gcccaggttt 7197 
gagcagccgc gtagtgagat ctatatctat gatctegcag tctccggcga geaceggagg . 7257 
45 cagggcattg ccaccgcgct catcaatctc ctcaagcatg aggccaacgc gcttggtgct 7317 
tatgtgatct aegtgeaage agattaeggt gacgatcccg cagtggctct ctatacaaag 7377 
ttgggcatac gggaagaagt gatgeacttt gatatcgacc caagtaccgc cacctaacaa 7437 
ttcgttcaag ccgagategg cttcccggcc gcggagttgt teggtaaatt gtcacaacgc 7497 
cgegaatata gtctttacca tgcccttggc cacgcccctc tttaatacga egggcaattt 7557 
55 gcacttcaga aaatgaagag tttgetttag ccataacaaa agtccagtat gctttttcac 7617 
agcataactg gactgatttc agtttacaac tattctgtct agtttaagac tttattgtca 7677 
tagtttagat ctattttgtt cagtttaaga ctttattgtc cgcccacacc cgcttacgca 7737 
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gggcatccat ttattactca accgtaaccg attttgccag gttacgcggc tggtctgcgg 7797 
tgtgaaatac cgcacagatg cgtaaggaga aaataccgca tcaggcgctc ttbcgcttcc 7857 
tcgctcactg actcgctgcg ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc agctcactca 7917 
aaggcggtaa tacggttatc cacagaatca ggggataacg caggaaagaa catgtgagca 7977 
aaaggccagc aaaaggccag gaaccgtaaa aaggccgegt tgctggcgtt tttccatagg 8037 
ctccgccccc ctgacgagca tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg gcgaaacccg 8097 
acaggactat aaagatacca ggcgtttccc cctggaagct ccctcgtgcg ctctcctgtt 8157 
15 ccgaccctgc cgcttaccgg atacctgtcc gcctttctcc cttcgggaag cgtggcgctt 8217 
tctcaatgct cacgctgtag gtatctcagt tcggtgtagg tcgttcgctc caagctgggc 8277 
tgtgtgcacg aaccccccgt tcagcccgac cgctgcgcdt tatccggtaa ctatcgtctt 8337 
gagtccaacc cggtaagaca cgacttatcg ccactggcag cagccactgg taacaggatt 8397 
' agcagagcga ggtatgtagg cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc taactacggc 8457 
25 tacactagaa ggacagtatt tggtatctgc gctctgctga agccagttac cttcggaaaa 8517 
agagttggta gctcttgatc cggcaaacaa accaccgctg gtagcggtgg tttttttgtt 8577 
tgcaagcagc agattacgcg cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct 86.37 
acggggtctg acgctcagtg gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt catgagatta 8697 
tcaaaaagga tcttcaccta gatcctttta aat.taaaaat gaagttttaa atcaatctaa 8757 
35 agtatatatg agtaaacttg gtctgacagt taccaatgct taatcagtga ggcacctatc 8817 
tcagcgatct gtctatttcg ttcatccata gttgcctgac tccccgtcgt gtagataact 8877 
acgatacggg agggcttacc atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg agacccacgc 8937 
tcaccggctc cagatttatc agcaataaac cagccagccg gaagggccga gcgcagaagt 8997 
ggtcctgcaa ctttatccgc ctccatccag tctattaatt gttgccggga agctagagta 9057 
45 agtagttcgc cagttaatag tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg catcgtggtg 9117 
• tcacgctcgt cgtttggtat ggcttcattc agctccggtt cccaacgatc aaggcgagtt 9177 
acatgatccc ccatgttgtg caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc gatcgttgtc 9237 
agaagtaagt tggccgcagt gttatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt 9297 
actgtcatgc catccgtaag atgcttttct gtgactggtg agtactcaac caagtcattc 93 57 
55 tgagaatagt gtatgcggcg accgagttgc tcttgcccgg cgtcaatacg ggataatacc 9417 
gcgccacata gcagaacttt aaaagtgctc atcattggaa aacgttcttc ggggcgaaaa 9477 
ctctcaagga tcttaccgct gttgagatcc agttcgatgt aacccactcg tgcacccaac 9537 
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tgatcttcag catcttttac tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac aggaaggcaa 9597 
aatgccgcaa aaaagggaat aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat actcttcctt 9657 
tttcaatatt attgaagcat ttatcagggt tattgtctca tgagcggata catatttgaa 9717 
tgtatttaga aaaataaaca aataggggtt ccgcgcacat ttccccgaaa agtgccacct 9777 
gaaattgtaa acgttaatat tttgttaaaa ttcgcgttaa atttttgtta aatcagctca 9837 
ttttttaacc aataggccga aatcggcaaa atcccttata aatcaaaaga atagaccgag 9897 
atagggttga gtgttgttcc agtttggaac aagagtccac tattaaagaa cgtggactcc 9957 
15 aacgtcaaag ggcgaaaaac cgtctatcag ggcgatggcc cactacgtga accatcaccc 10017 
taatcaagtt ttttggggtc gaggtgccgt aaagcactaa atcggaaccc taaagggagc 10077 
ccccgattta gagcttgacg gggaaagccg gcgaacgtgg cgagaaagga agggaagaaa 10137 
gcgaaaggag cgggcgctag ggcgctggca agtgtagcgg tcacgctgcg cgtaaccacc 10197 
acacccgccg cgcttaatgc gccgctacag ggcgcgtccc attcgccatt caggctgcaa 10257 
25 ataagcgttg atattcagtc aattacaaac attaataacg aagagatgac agaaaaattt 10317 
tcattctgtg acagagaaaa agtagccgaa gatgacggtt tgtcacatgg agttggcagg 10377 
atgtttgatt aaaaacataa caggaagaaa aatgccccgc tgtgggcgga caaaatagtt 10437 
gggaactggg aggggtggaa atggagtttt taaggattat ttagggaaga gtgacaaaat 10497 
agatgggaac tgggtgtagc gtcgtaagct aatacgaaaa ttaaaaatga caaaatagtt 10557 
35 tggaactaga tttcacttat ctggttcgga tctcctaggc tcaagcagtg atcagatcca 10617 
gacatgataa gatacattga tgagtttgga caaaccacaa ctagaatgca gtgaaaaaaa 10677 
tgctttattt gtgaaatttg tgatgctatt gctttatttg taaccattat aagctgcaat 10737 
aaacaagtta acaacaacaa ttgcattcat tttatgtttc aggttcaggg ggaggtgtgg 10797 
gaggtttttt aaagcaagta aaacctctac aaatgtggta tggctgatta tgatcctcta 10 857 
45 gtacttctcg acaagcttgt cgagactgca ggctctagat tcgaaagcgg cc 10909 

<210> 2 

<211> 879 

50 <212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

55 <223> Proteina VP1 de IBDV 
<400> 2 

Met Ser Asp Val Phe Asn Ser Pro Gin Ala Arg Ser Thr He Ser Ala 
15 10 15 
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Ala Phe Gly He Lys Pro Thr Ala Gly Gin Asp Val Glu Glu Leu Leu 
20 25 30 

lie Pro Lys Val Trp Val Pro Pro Glu Asp Pro Leu Ala Ser Pro Ser 
5 35 40 45 

Arg Leu Ala Lys Phe Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Lys Val Leu Gin Pro 
50 55 60 

10 Arg Ser Leu Pro Glu Asn Glu Glu Tyr Glu Thr Asp Gin He Leu Pro 
65 70 75 80 



15 



30 



45 



Asp Leu Ala Trp Met Arg Gin He Glu Gly Ala Val Leu Lys Pro Thr 
85 90 95 

Leu Ser Leu Pro He Gly Asp Gin Glu Tyr Phe Pro Lys Tyr Tyr Pro 
100 105 110 



Thr His Arg Pro Ser Lys Glu Lys Pro Asn Ala Tyr Pro Pro Asp He 
20 115 120 125 

Ala Leu Leu Lys Gin Met lie Tyr Leu Phe Leu Gin Val Pro Glu Ala 
130 135 140 

25 Asn Glu Gly Leu Lys Asp Glu Val Thr Leu Leu Thr Gin Asn He Arg 
145 150 155 160 



Asp Lys Ala Tyr Gly Ser Gly Thr Tyr Met Gly Gin Ala Asn Arg Leu 
165 170 175 

Val Ala Met Lys Glu Val Ala Thr Gly Arg Asn Pro Asn Lys Asp Pro 
180 185 190 



Leu Lys Leu Gly Tyr Thr Phe Glu Ser He Ala Gin Leu Leu Asp He 
35 195 200 205 

Thr Leu Pro Val Gly Pro Pro Gly Glu Asp Asp Lys Pro Trp Val Pro 
210 215 220 

40 Leu Thr Arg Val Pro Ser Arg Met Leu Val Leu Thr Gly Asp Val Asp 
225 230 235 240 



Gly Asp Phe Glu Val Glu Asp Tyr Leu Pro Lys He Asn Leu Lys Ser 
245 250 255 

Ser Ser Gly Leu Pro Tyr Val Gly Arg Thr Lys Gly Glu Thr He Gly 
260 265 270 



Glu Met He Ala He Ser Asn Gin Phe Leu Arg Glu Leu Ser Thr Leu 
50 275 280 285 

Leu Lys Gin Gly Ala Gly Thr Lys Gly Ser Asn Lys Lys Lys Leu Leu 
290 295 300 

55 Ser Met Leu Ser Asp Tyr Trp Tyr Leu Ser Cys Gly Leu Leu Phe Pro 
305 310 315 320 



60 



Lys Ala Glu Arg Tyr Asp Lys Ser Thr Trp Leu Thr Lys Thr Arg Asn 
325 330 335 



12 

He Trp Ser Ala Pro Ser Pro Thr His Leu Met He Ser Met He Thr 
340 345 350 

Trp Pro Val Met Ser Asn Ser Pro Asn Asn Val Leu Asn He Glu Gly 
355 360 365 

Cys Pro Ser Leu Tyr Lys Phe Asn Pro Phe Arg Gly Gly Leu Asn Arg 
370 375 380 

He Val Glu Trp He Leu Ala Pro Glu Glu Pro Lys Ala Leu Val Tyr 
385 390 395 400 

Ala Asp Asn He Tyr He Val His Ser Asn Thr Trp Tyr Ser lie Asp 
405 410 415 

Leu Glu Lys Gly Glu Ala Asn Cys Thr Arg Gin His Met Gin Ala Ala 
420 425 430 

Met Tyr Tyr He Leu Thr Arg Gly Trp Ser Asp Asn Gly Asp Pro Met 
435 440 445 

Phe Asn Gin Thr Trp Ala Thr Phe Ala Met Asn He Ala Pro Ala Leu 
450 455 460 

Val Val Asp Ser Ser Cys Leu He Met Asn Leu Gin He Lys Thr Tyr 
465 470 " 475 480 

Gly Gin Gly Ser Gly Asn Ala Ala Thr Phe He Asn Asn His Leu Leu 
485 490 495 

Ser Thr Leu Val Leu Asp Gin Trp Asn Leu Met Arg Gin Pro Arg Pro 
500 505 510 

Asp Ser Glu Glu Phe Lys Ser He Glu Asp Lys Leu Gly He Asn Phe 
515 520 525 

Lys He Glu Arg Ser He Asp Asp He Arg Gly Lys Leu Arg Gin Leu 
530 535 540 

Val Leu Leu Ala Gin Pro Gly Tyr Leu Ser Gly Gly Val Glu Pro Glu 
545 550 555 560 

Gin Ser Ser Pro Thr Val Glu Leu Asp Leu Leu Gly Trp Ser Ala Thr 
565 570 575 

Tyr Ser Lys Asp Leu Gly He Tyr Val Pro Val Leu Asp Lys Glu Arg 
580 585 590 

Leu Phe Cys S<er Ala Ala Tyr Pro Lys Gly Val Glu Asn Lys Ser Leu 
595 600 605 

Lys Ser Lys Val Gly He Glu Gin Ala Tyr Lys Val Val Arg Tyr Glu 
610 615 620 

Ala Leu Arg Leu Val Gly Gly Trp Asn Tyr Pro Leu Leu Asn Lys Ala 
625 " 630 635 640 

Cys Lys Asn Asn Ala Gly Ala Ala Arg Arg His Leu Glu Ala Lys Gly 
645 650 655 
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Phe Pro ,eu Asp Glu Phe Leu Ala Glu Trp Ser Glu Leu Ser Glu Phe 



660 

Gly Glu Ala Phe Glu Gly Phe Asn He Lys Leu Thr Val Thr Ser Glu 
5 675 680 

ser Leu Ala Glu Leu Asn Lys Pro Val Pro Pro Lys Pro Pro Asn Val 
690 k 695 

10 Asn Arg Pro Val Asn Thr Gly Gly Leu Lys Ala Val Ser Asn Ala Leu 
705 710 

L ys Thr Gly Arg Tyr Arg Asn Glu Ala Gly Leu Ser Gly Leu Val Leu 
725 730 

15 Leu Ala Thr Ala Arg Ser Arg Leu Gin Asp Ala Val Lys Ala Lys Ala 
740 745 
Glu Ala Glu Lys Leu His Lys Ser Lys Pro Asp Asp Pro Asp Ala Asp 
20 755 760 

Trp Phe Glu Arg Ser Glu Thr Leu Ser Asp Leu Leu Glu Lys Ala Asp 
770 775 
25 He Ala ser Lys Val Ala His Ser Ala Leu Val Glu Thr Ser Asp Ala 
785 790 795 

L eu Glu Ala Val Gin Ser Thr Ser Val Tyr Thr Pro Lys Tyr Pro Glu 
805 810 

30 val Lys Asn Pro Gin Thr Ala Ser Asn Pro Val Val Gly Leu His Leu 
820 825 
Pro Ala Lys Arg Ala Thr Gly Val Gin Ala Ala Leu Leu Gly Ala Gly 
35 835 840 

Thr Ser Arg Pro Met: Gly Met Glu Ala Pro Thr Arg Ser Lys Asn Ala 
850 855 860 

40 val Lys Met Ala Lys Arg Arg Gin Arg Gin Lys Glu Ser Arg Gin 



665 



865 



<210> 3 

45 

<211> 13 



870 



875 



<212> PRT 

50 <213> infectious bursal disease virus 



<400> 3 

55 



Gly Arg Trp He Arg Thr Val Ser Asp Glu Asp Leu Glu 
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